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RESUMEN 
 
Las mutaciones del gen park-2, una de las mutaciones más frecuentes en la 
enfermedad de Parkinson, se asocian a un trastorno de función de la proteína parkina y a 
una alteración de la función celular que en las neuronas dopaminérgicas conlleva un 
aumento del metabolismo de la dopamina, de la producción de radicales libres y mayor 
susceptibilidad a los estímulos que producen estrés celular y a los agentes ambientales y 
farmacológicos que potencian estos mecanismos patógenos.  
Para estudiar el papel de la proteína parkina en la supervivencia y muerte de las 
neuronas dopaminérgicas trabajamos con un modelo de ratón nulo para el gen park-2 
realizando estudios “in vitro” con cultivos fetales mesencefálicos enriquecidos en 
neuronas y modelos “in vivo”. 
Mediante los experimentos “in vitro”, en los que tratamos los cultivos con agentes 
neurotóxicos como son la L-DOPA, donadores de óxido nítrico e inhibidores de la 
producción de energía como la rotenona, hemos observado que los cultivos procedentes 
de ratones nulos para la proteína parkina son resistentes a la toxicidad inducida por la L-
DOPA y DEA/NO y más sensibles a la rotenona y tienen unos niveles de glutation 
mayores que los de los cultivos salvajes y que este es un sistema de compensación 
frente a la producción de radicales libres. Además, los cultivos procedentes de ratones 
nulos para el gen park-2 son más sensibles a la inactivación de la producción de energía 
mediante el tratamiento con rotenona.  
Con el estudio “in vivo” en el que tratamos los ratones con cinarizina, que es un 
antagonista de los canales de Ca2+ que induce parkinsonismo en humanos, vemos que 
los ratones nulos para la proteína parkina son más susceptibles a los efectos acinéticos 
de la cinarizina y al aumento de la expresión de proteínas proapoptóticas. 





 Mutations in the park-2 gene, one of the most common mutations in familial 
Parkinson’s disease, are associated to disorders in the parkin protein function and 
produce alterations in dopaminergic neurons function that enhance an increase in 
susceptibility to stimuli which cause cell stress and to enviromental and pharmacological 
agents that potentiate such pathogen mecanisms.  
In order to study the role of the parkin protein in the dopaminergic neurons survival 
or death, we use a transgenic mouse with the park-2 gene deleted and we perform “in 
vitro” studies, with neuronal enriched fetal mesencephalic cultures, and “in vivo“ studies. 
We treated mesencephalic cultures with neurotoxic agents such as L-DOPA, nitric 
oxide donors and inhibitors of the energy production such as rotenone and we found that 
cultures from knock-out mice are more resistant to L-DOPA- and DEA/NO-incuced toxicity 
and have increcreased gluthatione levels than wild type mice and this is a compensatory 
mechanism against the free radical production. Furthermore, cultures from knock-out mice 
are more susceptible to the energy production inactivation which is enhanced with the 
treatment with rotenone.   
“In vivo” studies consisted in mice treatment with cinnarizine, an antagonist of Ca2+ 
channels that induces parkinsonism in humans, and we demonstrated that knock-out mice 
are more susceptible to the akinetic effects of cinnarizine and to the increased expression 
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5- HT   Serotonina          
6-OH-DA   6-hidroxi-dopamina 
AMPc   Adenosín 5´ 3´ monofosfato cíclico 
ANOVA   Análisis de la varianza 
AR-JP  Parkinsonismo juvenil autosómico recesivo 
ARNm   Ácido ribonucléico mensajero 
BSA    Seroalbúmina bovina 
BSO   L-butionina-(S,R)-sulfoximina 
COX   Enzima ciclo-oxigenasa 
DA    Dopamina 
DAB   Diaminobenzidina 
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DAérgicas   Dopaminérgicas 
DAT   Transportador de Dopamina 
DEA/NO   Dietilamina/complejo sódico de óxido nítrico 
DIV   Días “in vitro” 
DMEM   Medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco 
DOPA   Dihidroxifenilalanina 
DOPAC  Ácido 3,4- Dihidroxi-fenil-acético 
DTNB   5.5´-ditiobis (2-ácido nitrobenzóico) 
E13   Embriones de 13 días 
EP    Enfermedad de Parkinson 
ERK    Proteína quinasa regulada por señales extracelulares  
FCI   Fenol: cloroformo: alcohol isoamílico 
FITC    Isotiocianato de fluoresceína 
GABA   Ácido γ-aminobutírico 
GFAP   Proteína ácida fibrilar de la glía 
GMPc   Guanosín 5`3`monofosfato cíclico 
GPx    Glutation peroxidasa 
GR    Glutation reductasa 
GSH    Glutation reducido 
GSNO  S- nitrosoglutation 
GSSG   Glutation oxidado 
GSx    Glutation total 
HPLC   Cromatografía líquida de alta presión 
HVA   Ácido homovanílico 
LDH   Enzima Lactato deshidrogenasa 
L-DOPA  L-3,4-Dihidroxifenilialanina 
 18
L-NAME  N- nitro- L- arginina metil ester 
LPS    Lipopolisacárido 
MAO   Enzima mono-amino-oxidasa 
MAO-B   Enzima mono-amino-oxidasa B 
MAP- 2  Proteína asociada a microtúbulos 
MAPK   Proteína quinasa activada por mitógenos  
MCG    Medio condicionado de glía 
MPTP   1-metil-4-fenil-1, 2,3,6 tetrahidropiridina 
MTT   Ensayo de actividad mitocondrial 
NA   Noradrenalina 
NADPH  Nicotiamida-Adenina Dinucleotido fosfato   
NF-M   Neurofilamento medio 
NO    Óxido nítrico 
NOSi    Óxido nítrico sintasa inducible 
PBS   Tampón fosfato salino 
PCA    Ácido perclórico 
PI3K    Fosfatidil inositol 3 quinasa 
PFA   Para-formaldehido 
PK-KO  Ratones nulos para el gen park- 2 
ROS    Especies reactivas del oxígeno 
SNpc    Substantia nigra pars compacta 
TH    Tirosina hidroxilasa 
UCH-L1  Hidrolasa de ubiquitina C- terminal L1 
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1. ENFERMEDAD DE PARKINSON 
 
1.1 Definición 
La enfermedad de Parkinson (EP) fue descrita por primera vez por James 
Parkinson en 1817. Es la segunda enfermedad neurodegenerativa más común en el 
mundo después de la enfermedad de Alzheimer, con una incidencia del 1 % de la 
población que supera los cincuenta años (Polymeropoulos et al., 1996). Los signos y 
síntomas de la enfermedad de Parkinson aparecen de forma progresiva y sólo son 
aparentes cuando la concentración de dopamina (DA) en el estriado ha disminuido hasta 
un 80%. Los síntomas más comunes que presentan los pacientes parkinsonianos son: 
bradiquinesia, temblor, rigidez e inestabilidad.  
La característica más importante en la EP es la pérdida selectiva de las neuronas 
dopaminérgicas (DAérgicas) de la parte ventral de la sustancia nigra del mesencéfalo, lo 
que conduce a una reducción importante de los niveles de dopamina en la región del 
estriado, fundamentalmente en su parte dorsal (núcleo caudado y putamen).  
Entre las posibles causas establecidas que precipitan la pérdida neuronal en la 
enfermedad de Parkinson están: la disminución de la actividad del complejo I de la 
cadena respiratoria mitocondrial, el aumento de la peroxidación lipídica, la disminución en 
el contenido de glutation, el aumento de óxido nítrico (NO), de la enzima óxido nítrico 
sintasa (NOS), la disminución de la actividad de la glutation peroxidasa (GPx), y el 
aumento del contenido de hierro en las neuronas DAérgicas (Jenner and Olanow, 1996). 
 
1.2 Etiología. 
 Hasta la fecha no ha sido posible identificar un único elemento causal en el origen 
etiológico de la enfermedad de Parkinson. La tendencia mayoritaria es a considerar la 
existencia de factores genéticos que predisponen a padecer la enfermedad y la suma de 
factores ambientales como desencadenantes del proceso de muerte neuronal.  
 
1.2.1 Factores ambientales. 
 Entre los factores ambientales que pueden influir en el desarrollo de la 
enfermedad de Parkinson se han descrito: la exposición de los individuos a toxinas 
(neurotoxinas) que incrementan los radicales libres o que producen una disfunción 
mitocondrial; el tratamiento con drogas farmacológicas como antiarrítmicos, antagonistas 
de los canales de calcio, estrógenos, etc.; la exposición a agentes infecciosos que 
pueden dañar el sistema nervioso y otros agentes externos (Allam et al., 2005). Estos 
factores pueden inducir la aparición de EP esporádica, en la que no se conocen los 
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mecanismos patológicos, en individuos con antecedentes familiares de EP y otras 
enfermedades neurodegenerativas. 
 
1.2.2 Factores genéticos. 
 Desde la observación de Gowers de que, aproximadamente, en el 15 % de sus 
pacientes que padecían EP, algún miembro de la familia estaba afectado por esta 
enfermedad (Gowers, 1902), el papel de los factores genéticos en la EP ha sido sujeto de 
una intensa investigación. 
 Hasta la fecha, se han identificado distintas mutaciones en varios genes como 
responsables de las distintas formas familiares de la enfermedad: α-sinucleina, park-2, 
DJ-1, PINK-1 y LRRK2 (Cookson et al., 2005). 
Podemos considerar dos formas para encontrar posibles genes implicados en la 
aparición de la EP. Una de estas formas se basa en un rastreo randomizado del genoma 
para detectar un posible ligamiento genético usando métodos no paramétricos. La otra 
forma de detectar posibles genes implicados en la enfermedad de Parkinson es la del gen 
candidato, basado en el conocimiento de la patología de la enfermedad (Wood, 1998). 
        También existen estudios que sugieren la existencia de polimorfismos en genes 
que están implicados en el metabolismo de la dopamina y su transporte, en la 
homeostasis del hierro, en la inflamación, en la existencia de anomalías en la mitocondria 
y en el metabolismo de toxinas exógenas o endógenas, que pueden jugar un papel 
importante en la predisposición individual a la aparición de la enfermedad de Parkinson 
(Gao et al., 2003b; Andersen, 2004; Palacino et al., 2004; Jenner and Olanow, 2006). 
 
 
2. GENÉTICA DE LA ENFERMEDAD DE PARKINSON. 
 
2.1 Genes implicados en la enfermedad de Parkinson (Tabla 1). 
2.1.1 α-sinucleina. 
Fue el primer gen descubierto ligado a la enfermedad de Parkinson (Golbe et al., 
1990). La α-sinucleina es una proteína soluble de 140 aminoácidos con una función 
desconocida. Es abundante en las neuronas y está especialmente concentrada en las 
terminales presinápticas. Esta proteína es una chaperona que juega un papel importante 
en la mediación de las interacciones proteína-proteína y proteína-lípido. Se han 
identificado varias proteínas asociadas a la función de α-sinucleina: sinfilina-1 (modulador 
de los procesos neuropatológicos de la EP que interacciona físicamente con la α- 
sinucleina), tubulina (proteína globular responsable de la formación de los microtúbulos), 
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proteína tau asociada a microtúbulos, 14-3-3 y otras proteínas de unión tipo 14-3-3, Bcl- 2 
(proteína anti-apoptótica) y la forma no fosforilada de la proteína tirosina hidroxilasa (TH), 
enzima limitante en la síntesis de dopamina. 
 
2.1.2 Receptor nuclear-1 (nurr1). 
nurr1 es un gen requerido en la diferenciación y el mantenimiento de las neuronas 
dopaminérgicas. El gen nurr1 contiene ocho exones y tiene un tamaño de 8,3 kb 
(Ichinose et al., 1999). Este receptor está involucrado en la regulación de la liberación de 
la hormona corticotropina y en las respuestas inflamatorias. Además, las mutaciones en 
el gen afectan a la transcripción de los genes que codifican para la tirosina hidroxilasa y el 
transportador de dopamina (DAT). 
 
2.1.3 park-2. 
El gen park-2 se asocia a la forma recesiva juvenil de la EP y codifica para la 
proteína parkina. Trataremos de él con detalle más adelante. 
 
2.1.4 DJ-1. 
Este gen se identificó en el año 2003 casualmente asociado a la forma recesiva 
juvenil de la EP. DJ-1 contiene ocho exones y codifica para una proteína de 189 
aminoácidos. En el cerebro, la expresión de DJ-1 es ubicua, con mayores niveles de 
transcripción en las regiones subcorticales que son las que están afectadas normalmente 
en la enfermedad de Parkinson (Bonifati et al., 2003). Entre las características más 
importantes de esta proteína destacan: interacciona con c-Myc, factor de transcripción 
que regula la proliferación celular, e incrementa la transformación celular en presencia de 
Myc o h-Ras, una proteína importante en la transducción de señales, y también 
interacciona con una proteína inhibidora de la señal de activación de transducción y 
activación de la transcripción. 
 
2.1.5 Gen codificante para la hidrolasa de ubiquitina C-terminal L1 (UCHL1). 
Este gen se identificó en una única familia de Alemania (Leroy et al., 1998). 
UCHL1 es una diana mayoritaria en el daño oxidativo y está implicada tanto en la 
enfermedad de Parkinson como en la de Alzheimer. UCHL1 hidroliza pequeños 
fragmentos de la región C-terminal de proteínas ubiquitinizadas, liberando monomeros de 
ubiquitina, siendo así un componente importante del sistema del proteasoma. El gen 
UCHL1 tiene un tamaño de 10 kb y nueve exones codificantes. Además de en la 
 23
enfermedad de Parkinson, UCHL1 se ha relacionado con otras dos enfermedades 
neurodegenerativas: la ataxia espinocerebelar y la enfermedad de Huntington. 
 
2.1.6 Neurofilamento medio (NF-M). 
El citoesqueleto neuronal está formado por proteínas neurofilamentosas, que son 
importantes para el transporte axónico y la estabilidad  celular. La regulación a la baja del 
ARN mensajero que codifica para los NF-M y el acúmulo de la forma hiperfosforilada de 
estos neurofilamentos son características comunes de la enfermedad de Parkinson y de 
Alzheimer (Kittur et al., 1994; Julien and Mushynski, 1998). Ciertas variantes anómalas 
del gen que codifica para NF-M incrementan la posibilidad de desarrollar EP y sugiere 
que el citoesqueleto juega un papel importante en el proceso de la enfermedad. 
 
2.1.7 Otros loci. 
En la tabla 1 vemos la lista de los loci involucrados en la enfermedad de Parkinson 
familiar y que han sido mapeados hasta la fecha. De todos ellos, hay cuatro loci 
desconocidos que se han asociado a múltiples familias europeas con EP. Uno de estos 
loci está asociado a una enfermedad de Parkinson de inicio temprano (park-6) mientras 
que los otros tres loci tienen un inicio tardío típico de la EP: park-3, park-8 y park-10.  
 





























































2.2 Gen park-2. 
2.2.1 Estructura y funciones del gen. 
Como hemos comentado anteriormente, las mutaciones en el gen park-2 
producen un parkinsonismo juvenil autosómico recesivo (AR-JP), que es una forma 
familiar (genética) de la enfermedad de Parkinson. Las características de la AR-JP son: 1) 
La existencia de miembros de la familia afectados por la enfermedad; 2) Inicio temprano 
de la enfermedad; 3) Síndrome parkinsoniano con numerosos aspectos clínicos 
anormales; 4) Ausencia de cuerpos de Lewy en el cerebro. 
El gen park-2 consta de 12 exones separados por regiones intrónicas. Por esto, el 
tamaño del gen es de 1, 53 Mb, siendo uno de los mayores genes dentro del genoma 
humano (Kitada et al., 1998; West et al., 2001). park-2 codifica para la parkina, una 
proteína de 465 aminoácidos y un peso molecular de 52 KD. La parkina es una proteína 
muy conservada a lo largo de la evolución, con proteínas similares en Caenorhabditis 
elegans, Drosophila melanogaster, ratón, rata y otras especies (Horowitz et al., 1999; 
Culetto and Sattelle, 2000; Kitada et al., 2000; Bae et al., 2003). Tiene una estrutura 
modular (Fig. 1), conteniendo un dominio ubiquitina en la región N-terminal, una región 
central y dos dominios RING-finger en la región C-terminal. El promotor de park-2 
funciona bidireccionalmente de modo que regula la transcripción de este gen pero 
también de otro gen antisentido (West et al., 2003) que tiene un tamaño de 0.6 Mb, 




Figura 1. Estructura modular del gen park-2.  
 
 
Las primeras mutaciones que llevaron a la identificación del gen park-2 fueron 
grandes deleciones de uno o varios exones (Kitada et al., 1998). Desde entonces, se han 
identificando muchos tipos de mutaciones: deleciones de uno o varios exones, 
duplicaciones o triplicaciones de exones, mutaciones de cambio en la pauta de lectura, 
mutaciones puntuales, etc. La mayoría de las mutaciones puntuales se localizan en la 
región de los dominios RING-finger, lo que implica que esos dominios juegan un papel 
1 76
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fundamental en la función de la proteína. Las mutaciones en el gen de la parkina que se 
asocian a AR-JP se detectan tanto en homozigosis como en heterozigosis. De esta 
manera, la pérdida de una de las copias del gen constituye un factor de riesgo para el 
desarrollo de la enfermedad de Parkinson y esa pérdida de función es el mecanismo 
patológico predominante de la EP. 
La proteína parkina, como otras proteínas con dominios RING-finger, funciona 
como una E3 ligasa (Shimura et al., 2000; Zhang et al., 2000). Las E3 ligasas son 
proteínas que forman parte de la maquinaría celular ligando otras proteínas con ubiquitina 
y marcándolas así para su degradación por el proteasoma. El sistema de degradación del 
proteasoma juega un papel fundamental en muchos procesos vitales para la célula y su 
disfunción se relaciona con las enfermedades neurodegenerativas (Ciechanover and 
Brundin, 2003; Giasson and Lee, 2003; Moore et al., 2003).  
La ubiquitina es una proteína de 76 aminoácidos que se une covalentemente al 
extremo C-teminal de un sustrato. Esta unión covalente se produce por medio de la 
activación de una cascada enzimática en la que intervienen tres tipos de enzimas: 
enzimas E1 que activan la ubiquitina, E2 que conjugan la ubiquitina y E3 que ligan la 
ubiquitina al sustrato. En sucesivos ciclos de este proceso, varias moléculas de ubiquitina 
se unen al sustrato formando una cadena de poliubiquitina que es la señal que reconoce 
el proteasoma para proceder a la degradación del sustrato. El sustrato es degradado por 
el proteasoma y la cadena de poliubiquitina se recicla por medio de enzimas como la 





































El sistema del proteasoma juega un papel crucial en dos procesos: 1) regular de 
manera exacta el nivel de proteínas de vida media corta que intervienen en procesos 
como la división celular, la transducción de señales y el metabolismo y 2) controlar la 
calidad de las proteínas sintetizadas ya que está descrito que más del 30 % de las 
proteínas sintetizadas tienen que ser degradadas rápidamente al no estar bien formadas 
(Schapira et al., 1990; Schubert et al., 2000). Además, hay factores de estrés externos 
que pueden producir una disfunción de proteínas que estaban bien sintetizadas. 
En el caso de la parkina, las mutaciones asociadas a la enfermedad de Parkinson 
autosómica recesiva suelen impedir la interacción de la parkina con las enzimas E2, 
reduciendo o suprimiendo por completo su actividad ubiquitina- ligasa. 
Aunque diferentes estudios sugieren la posibilidad de que las mutaciones en el 
gen park-2, que conllevan la supresión de la función de la parkina, producen una 
acumulación de los sustratos de la parkina, lo que origina la muerte selectiva de las 
neuronas dopaminérgicas en la enfermedad de Parkinson y es una teoría bastante 
aceptada, trabajos más recientes sugieren que la parkina tiene importantes funciones 
independientes de su actividad ubiquitina-ligasa. Existen estudios que indican la 
existencia de una interacción entre la parkina y la tubulina que forma parte de los 
microtúbulos (Ren et al., 2003) y que, de esta forma, estabiliza los microtúbulos frente a 
agentes que promueven la despolimerización de los mismos (Yang et al., 2005). Además, 
la proteína parkina presenta dos dominios RING-finger en el extremo C-terminal que se 
cree que pueden jugar un papel importante en la regulación de la expresión génica 
(Morett and Bork, 1999).  
Por otro lado, hay que tener en cuenta que una de las causas más probables de 
muerte selectiva de las neuronas DAérgicas en la EP es la dopamina (Jenner and 
Olanow, 1996). La oxidación de la DA por medio de la enzima monoamino oxidasa (MAO) 
produce grandes cantidades de especies reactivas de oxígeno (ROS) que son altamente 
tóxicas para las células. Estudios realizados “in vivo” o en líneas celulares (Mena et al., 
1992; Mena et al., 1993; Hastings et al., 1996; Mena et al., 1996; Luo et al., 1998) han 
demostrado que la DA induce la muerte celular por medio de la generación de ROS. Si 
tenemos en cuenta nuevos trabajos publicados, la parkina tendría una función protectora 
frente a la formación de ROS ya que puede suprimir la expresión de las enzimas 
monoamino oxidasas a nivel de ARN (Itier et al., 2003; Casarejos et al., 2005; Jiang et al., 
2006). Por medio de esta función, la parkina podría limitar la expresión de las MAO, 
reduciéndose las especies reactivas de oxígeno que se generan durante la oxidación de 
la dopamina por medio de las monoamino oxidasas y protegiendo por tanto a las 
neuronas dopaminérgicas de la autooxidación de la dopamina.    
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        2.2.2 Sustratos de la parkina. 
Teniendo en cuenta que la parkina tiene función E3 ligasa marcando otras proteínas 
para que sean degradadas por el proteasoma y que la pérdida de la proteína o de su 
función por causa de diferentes mutaciones produce la AR-JP, se propone un modelo de 
patogénesis para la enfermedad de Parkinson (en ausencia de la proteína parkina) 
basada en la acumulación de proteínas que deberían ser degradadas, lo que induce 
muerte celular. Por eso, la identificación de posibles sustratos centró la atención de 
numerosos laboratorios que trabajan con el gen park-2.  
 Sustratos más importantes de parkina:  
1) CDCrel-1 (proteína relacionada con el control de la división celular- 1): fue el 
primer sustrato que se identificó (Zhang et al., 2000). Pertenece a una familia de 
GTPasas denominadas septinas y se expresa predominantemente en el sistema 
nervioso, donde se asocia con las vesículas sinápticas (Beites et al., 1999). Estudios 
recientes han determinado que en cerebros de pacientes con AR-JP se ecuentran 
acúmulos de CDCrel-1 (Choi et al., 2003a). 
2) Sinfilina-1: se identificó originalmente como un sustrato de α-sinucleina envuelto 
en la formación de cuerpos de inclusión en cultivos celulares (Engelender et al., 1999). Se 
desconoce su función fisiológica pero se sabe que es un componente de los cuerpos de 
Lewy en la enfermedad de Parkinson y las sinucleinopatías relacionadas (Wakabayashi et 
al., 2000; Wakabayashi et al., 2002). La parkina interacciona y ubiquitina a la sinfilina-1. 
3) α-sinucleina: el hecho de que la α- sinucleina sea el componente mayoritario de 
los cuerpos de Lewy y de que estos esten ausentes en la AR-JP hizo suponer que la 
actividad de la parkina era esencial para la formación de los cuerpos de Lewy. Por esto, 
se estudió la α-sinucleina como un posible sustrato de la parkina. Aunque la forma 
mayoritaria de la α-sinucleina no interacciona con la parkina (Chung et al., 2001), 
Shimura y su equipo identificaron una forma O-glicosilada de la α-sinucleina que 
interacciona y es ubiquitinizada por la parkina (Shimura et al., 2001). Los individuos con 
mutaciones para la parkina no degradan esa forma glicosilada de α-sinucleina, de modo 
que se encuentra acumulada en los cerebros de pacientes con AR-JP.  
4) Receptor del tipo de la endotelina asociada a la parkina (Pael-R): es una 
proteína G transmembrana con homología con el receptor de endotelina tipo B (Imai et 
al., 2001). En el cerebro se expresa en oligodendrocitos principalmente pero también en 
algunas subpoblaciones de neuronas. Cuando se sobreexpresa en cultivos celulares, 
Pael-R tiende a desenrollarse y se vuelve insoluble induciendo, en ocasiones, muerte 
celular. La parkina ubiquitina la forma insoluble de Pael-R promoviendo su degradación y 
deteniendo la muerte inducida por Pael-R. Dos estudios sugieren un papel importante de 
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Pael-R en la patogénesis de la AR-JP: los acúmulos de la forma insoluble de Pael-R que 
se observan en los cerebros de pacientes con AR-JP (Imai et al., 2001) y que la 
expresión de Pael-R en neuronas de Drosophila causa muerte selectiva de las neuronas 
dopaminérgicas dependiendo de la edad (Yang et al., 2003). 
5) Otros sustratos: ya hemos descrito anteriormente como la parkina se une a la 
tubulina y estabiliza los microtúbulos (Ren et al., 2003). La parkina también regula los 
niveles de expresión de la sinaptotagmina XI (Huynh et al., 2003). La sobre-expresión de 
p38, un componente del complejo aminoacil-ARNt sintetasa de mamíferos, está presente 
en los cuerpos de Lewy (Corti et al., 2003). También se ha descrito como sustrato de la 
parkina la proteína SEPT5_v2/CDCrel-2, otro miembro de la familia de las septinas y 
homólogo a CDCrel-1 (Choi et al., 2003a). Por último, la ciclina E, proteína que regula la 
transición de fase G1 a S en la mitosis, también interacciona de forma específica con la 
parkina (Staropoli et al., 2003). 
 
3. MODELO DE RATONES MUTANTES PARA EL GEN PARK-2. 
 
 Para conocer los mecanismos por los cuales las mutaciones en el gen park-2 
conducen al desarrollo de la enfermedad de Parkinson usamos un modelo animal en el 
que el gen de la parkina ha sido inactivado (Itier et al., 2003).  
 La obtención de los ratones mutantes para el gen de la parkina se realizó 
mediante la deleción de un fragmento de ADN de 12 Kb que corresponde al exón 3 del 
gen park-2 del ratón. Para ello, se creó un vector portador de la deleción del exón 3 y 
parte del intrón 4 con una resistencia a neomicina (Fig. 3 A). Mediante recombinación 
genética se produce la deleción que se confirmó por Southern blot (Fig. 3 B). Usando 
técnicas de Nothern blot, se confirmó que el ARN mensajero correspondiente a la parkina 
desaparece en el ratón mutante de manera que usando los exones 2, 3 y 4 del gen park- 
2 para hacer una prueba, vemos que desaparece la banda correspondiente al exón 3 
(Fig. 3 C). La consecuencia de esta deleción es que se produce un cambio de la pauta 
abierta de lectura a nivel del codón 57 y aparece una señal de parada en la posición 105. 
 Los ratones portadores de la mutación (PK-KO) son viables y fértiles y no tienen 
mayor mortalidad que los ratones salvajes (WT) aunque hemos visto recientemente que 
tienen una esperanza de vida menor. Mediante técnicas de Western blot, usando un 
anticuerpo anti- parkina, vemos que la banda correspondiente a la proteína parkina ha 
desaparecido (Fig. 3 D).     
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 Los ratones PK-KO no presentan comportamientos anormales. Además, los 
ratones no presentan diferencias en cuanto a la morfología del cerebro, peso o tamaño 
cerebral y no presentan señales de degeneración muscular (Itier et al., 2003). 
  
 
Figura 3. Inactivación del gen park-2. A) Estrategia para inactivar el gen que codifica 
para la proteína parkina en el ratón. B) Southern blot de ADN genómico procedente de 
ratones salvajes (WT) y mutantes para el gen de la parkina (PK-KO). C) Northern blot: 
ARN total del cerebro de ratones WT y PK-KO. D) Demostración de la ausencia de la 
proteína parkina por Western blot.  
 
 
Al hacer estudios proteicos vemos que no existen diferencias significativas entre 
los ratones WT y los PK-KO en cuanto a los niveles de tirosina hidoxilasa en la sustancia 
nigra. La confirmación de esta observación se obtuvo mediante un estudio de la región 
del estriado usando técnicas de Wertern blot (Fig. 4 A). Tampoco se observaron 
diferencias al estudiar otras proteínas como la α- sinucleina, ubiquitina, sinapsina, 
sinaptofisina, proteína asociada a microtúbulos y NeuN. Por el contrario, vemos que hay 
una reducción significativa en los niveles del transportador de la dopamina y en el 




































Figura 4. Marcadores proteicos de neuronas dopaminérgicas en ratones WT y PK-
KO. A) Western blot representativos de las proteínas tirosina hidroxilasa (TH), 
transportador de dopamina (DAT) y transportador vesicular de monoaminas (VMAT2) en 
cerebros procedentes de ratones adultos WT (1-3) y PK-KO (4-6). La β- actina se usó 
como control de carga. B) Histogramas correspondientes. Los valores se expresan como 
la media ± SEM (n = 6 animales por grupo experimental). El análisis estadístico utilizado 
fue un ANOVA seguido de un t- test de Student. * p<0.05; ** p<0.01 PK-KO vs sus 
respectivos ratones WT. 
 
 
Al estudiar el metabolismo de las monoaminas vemos que los niveles endógenos 
de dopamina están incrementados en el sistema límbico de los ratones PK-KO, al igual 
que los cocientes DOPAC/DA y DOPAC/3-MT. Los mayores niveles de dopamina y el 
incremento en el metabolismo de la dopamina: 1) a DOPAC por la vía de la MAO, enzima 
que se considera mayoritariamente intraneuronal y 2) a 3-metoxi-tiramina (3-MT) por la 
vía de la catecol-orto-metiltransferasa (COMT), enzima considerada mayoritariamente 
extraneuronal, sugieren que la disfunción o la ausencia de la proteína parkina interfiere 
con la liberación de la dopamina e incrementa el metabolismo intracelular de la dopamina 






























El incremento del metabolismo de la dopamina por la MAO en ratones PK-KO 
adultos está compensado con un incremento de los niveles del GSH en el estriado (Fig. 5 
A). Además, encontramos que este incremento de los niveles de GSH en áreas ricas en 
dopamina aparece ya en fetos (E13) de los ratones mutantes para el gen de la parkina 




Figura 5. Los ratones PK-KO tienen un incremento significativo en los niveles de 
GSH respecto a los ratones WT. A) Niveles de GSH en el estriado de ratones adultos 
WT y PK-KO. Los resultados se expresan en ng de GSH por g de tejido. B) Niveles de 
GSH en cultivos fetales (E13) mesencefálicos primarios procedentes de ratones WT y 
PK-KO. Los resultados se expresan en ng de GSH por mg de proteína. Los valores se 
expresan como la media ± SEM (n = 6 animales por grupo experimental). El análisis 
estadístico utilizado fue un ANOVA seguido de un test de Newman- Keuls. * p<0.05;       



























































Tanto la liberación de 3H-DA basal como la liberación de 3H-DA dependiente de K+ 
(que es un índice de liberación vesicular de dopamina) es similar en los cultivos 
neuronales procedentes de ratones salvajes y mutantes para el gen de la parkina (Fig. 6 
A). La liberación de 3H-DA inducida por anfetamina (indica liberación de dopamina 
sintetizada de “novo”) está significativamente disminuida en los cultivos neuronales 
procedentes de los ratones PK-KO (Fig. 6 A). Además, la captación de 3H-DA es también 
menor en los cultivos mesencefálicos primarios procendentes de los ratones PK-KO (Fig. 
6 B). Estos resultados concuerdan con la reducción que hemos descrito anteriormente de 
los niveles del transportador de dopamina en los ratones transgénicos, sugiriendo que 
existe un descenso tanto de la expresión como de la función del transportador de 
dopamina en los ratones mutantes para el gen de la parkina y una alteración en la 
liberación de DA dependiente de anfetaminas. 
 
 
Figura 6. Los ratones PK-KO tienen una liberación de 3H-DA basal e inducida por 
KCl normal, pero tienen una menor liberación de 3H-DA inducida por anfetamina. A) 
Liberación de 3H-DA en cultivos mesencefálicos neuronales de ratones WT y PK-KO 
mantenidos 7 DIV. B) Captación de alta afinidad para 3H-DA en cultivos mesencefálicos 
primarios de ratones WT y PK-KO mantenidos 7 DIV. Los valores se expresan como la 
media ± SEM (n = 6). El análisis estadístico utilizado fue un ANOVA seguido de un test de 
Newman- Keuls. *** p<0.001 PK-KO vs sus respectivos ratones WT. 
 
 
 Con este trabajo vimos que los ratones mutantes para el gen de la parkina tienen 
anomalías en la liberación y en el transporte de la DA. El incremento del metabolismo de 
la dopamina por la vía de la MAO hace que las células estén sometidas a un mayor 
estrés oxidativo. Usando este modelo de ratones nulos para el gen park-2, quisimos 
estudiar los efectos de diferentes neurotóxicos, que inducen estrés oxidativo, sobre la 









































































                 
 
 
                          
                                 







1.  Caracterización de los cultivos primarios mesencefálicos fetales (E13) 
enriquecidos en neuronas procedentes de ratones salvajes (WT) y nulos para el gen de la 
parkina (PK-KO).  
 
2. Identificar los efectos diferenciales sobre el fenotipo celular  y la 
vulnerabilidad de las neuronas dopaminérgicas en ratones WT y PK-KO  tras inducir 
estrés oxidativo por diferentes vías farmacológicas (L-DOPA; DEA/NO y Rotenona). En 
concreto, estudiaremos:  
2.1   Efecto sobre la supervivencia y la apoptosis de neuronas. Diferenciación, 
funcionalidad y supervivencia de las neuronas dopaminérgicas. 
2.2    Papel de las células gliales. 
2.3    Homeostasis del glutation (GSH). 
 
3. Investigar las rutas de señalización intracelular que pueden estar 
implicadas en los distintos procesos de supervivencia y muerte neuronal en los ratones 
WT y PK-KO. 
 
4. Búsqueda de estrategias neuroprotectoras frente a la toxicidad inducida 
por los diferentes agentes neurotóxicos en ratones WT y PK-KO. 
 
5. Estudio de un modelo de Parkinson “in vivo” en ratones WT y PK-KO 

























        




1. MATERIALES Y REACTIVOS 
1.1.    Cultivos celulares 
Albúmina de suero bovina (BSA) SIGMA 
D- Glucosa 45 % SIGMA 
Dimetil sulfóxido (DMSO) SIGMA 
DNAsa SIGMA 
Embriones (E13) de ratones C57BL6/129SV Aventis Pharma S.A. 




Medio de cultivo Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) con 
4.5 g/l de glucosa BIOWHITAKER 
Medio de cultivo Neurobasal TM GIBCO 
Medio de cultivo F-12 (Ham) con L- Glutamina GIBCO 
Medio esencial mínimo con sales de Earle y L-Glutamina GIBCO 
Medio Hank´s Balanced SALT Solution (HBBS) INVITROGEN 
Papaina SIGMA 
Penicilina estreptomicina GIBCO 
Piruvato GIBCO 
Piruvato sódico INVITROGEN 
Placas multipocillos COSTAR 




Selenito sódico SIGMA 
Suero fetal bovino GIBCO 
Suplemento B-27 GIBCO 
Tinte azul de Tripán (0,4 %) SIGMA 
Transferrina humana ROCHE 
Tripsina-EDTA solución (10x) SIGMA 
 
1.2.   Reactivos de técnicas metodológicas 
Ácido aminooxiacético SIGMA 
Ácido ascórbico SIGMA 
Ácido nitrobenzóico SIGMA 
Glutation oxidado (GSSG) SIGMA 
Glutation reducido (GSH) SIGMA 
Glutation reductasa ROCHE 
3- Hidroxitiramina (dopamina, DA) SIGMA 
Ácido 3,4- Dihidroxi-fenil-acético (DOPAC) SIGMA 
5- Hidroxitriptamina (Serotonina, 5-HT) SIGMA 
[3H]-DA (70 Ci/mmol) AMERSHAM 
[3H]-GABA (90 Ci/mmol) AMERSHAM 
Lactato deshidrogenasa ROCHE 
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1.3.   Reactivos de tratamientos farmacológicos en cultivos celulares 
Apocinina (inhibidor de NADPH oxidasa) CALBIOCHEM 
Boc-D-FMK (inhibidor de la Caspasa III) CALBIOCHEM 
BSO (inhibidor de la síntesis de glutation) SIGMA 
DEA-NO (donador de óxido nítrico) SIGMA 
Indometacina (inhibidor de ciclooxigenasa) CALBIOCHEM 
L-DOPA (L-3,4-Dihidroxifenilialanina) SIGMA 
L-NAME (inhibidor de NOS) SIGMA 
LY-294002 (inhibidor de PI3K) ALEXIS 
Minociclina (antibiótico que inhibe la activación de la 
microglía) SIGMA 
7-Nitroindazol (inhibidor de NOS) SIGMA 
PD 98059 (inhibidor de p-ERK1/2) ALEXIS 
Rotenona (inhibidor del complejo I de la cadena respiratoria 
mitocondrial) 
SIGMA 






1.4. Reactivos para inmunocitoquímica 
Ácido acético glacial PANREAC 
Etanol absoluto MERCK 
Glutaraldehído MERCK 
Hoescht 33342 (bisbenzimida) SIGMA 
Kit ABC DAKO 
Kit Streptavidina-ABC DAKO 
Kit TUNEL PROMEGA 
Paraformaldehído MERCK 
Tritón x-100 SIGMA 
 
1.5. Reactivos para Western Blot 
Acrilamida/ Bisacrilamida BIORAD 
Albumina SIGMA 
Azul de Bromofenol SIGMA 
Glicerol SIGMA 
Glicina SIGMA 
Leche en polvo desnatada Central Lechera Asturiana
Metanol MERCK 
Persufato amónico (PSA) SIGMA 
SDS (sal de dodecilsulfato sódico) MERCK 
TEMED SIGMA 
Trizma Base SIGMA 
Tween- 20 BIORAD 
 
 40
1.6.   Anticuerpos  
Anticuerpo secundario anti- ratón AMERSHAM 
Anticuerpo secundario anti- conejo AMERSHAM 
Anticuerpo anti-CDCrel-1, policlonal de conejo Aventis Pharma S.A. 
Anticuerpo anti- parkin, policlonal de conejo CHEMICON 
Anticuerpo anti-Tirosina Hidroxilasa, monoclonal de ratón CHEMICON 
Anticuerpo anti- GFAP (Proteína ácida fibrilar de glía), 
monoclonal de ratón CHEMICON 
Anticuerpo anti-NeuN, monoclonal de ratón CHEMICON 
Anticuerpo anti-β-tubulina, policlonal de conejo COVANCE 
Anticuerpo anti-GFAP (Proteína ácida fibrilar de glía), 
policlonal de conejo DAKO 
Anticuerpo anti-inmunoglobulina Ig(G) hecho en oveja 
marcado con isotiocianato de fluoresceína (FITC) JACKSON 
Anticuerpo anti-Ig(G) de conejo, hecho en cabra conjugado 
con Lisamina-Rodamina JACKSON 
Anticuerpo IgG Alexa Fluor de ratón MOLECULAR PROBES 
Anticuerpo anti-NSE, policlonal de rata POLYSCIENCES 
Anticuerpo anti-BclxL/S, policlonal de conejo SANTACRUZ 
Anticuerpo anti-Bax, policlonal de conejo SANTACRUZ 
Anticuerpo anti-OX6, monoclonal de ratón SEROTEC 
Anticuerpo anti- MAP2 (Proteína asociada a microtúbulos 
2a+2b) monoclonal de ratón SIGMA 
Anticuerpo anti-β-actina, monoclonal de ratón SIGMA 
Isolectina B4 unida a peroxidasa SIGMA 
Anticuerpo secundario anti-ratón conjugado con fosfatasa 
alcalina SIGMA 
A2B5 (marcador de progenitores gliales) 
Sobrenadante de 
hibridomas (Raff et al 
1979; Raff et al 1983) 
O1 (marcador de oligos) 
Sobrenadante de 
hibridomas (Raff et al 
1979; Raff et al 1983) 
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Anticuerpo anti- Nestina 
Sobrenadante de 
hibridomas (Raff et al 




2.1 Cruce y genotipado de los ratones salvajes y mutantes para el gen de la 
parkina. 
Los ratones 129SV/C57BL6 salvajes (WT) y nulos para la proteína parkina (PK-KO) 
se obtuvieron de colonias homozigotas generadas por cruces de ratones heterozigotos para 
el gen park- 2, para conseguir un fondo genético similar en los dos grupos de ratones. 
El genotipo se confirmó por técnicas de PCR. Para extraer el ADN, cortamos un 
trozo de cola de un centímetro aproximadamente, se trocea y se añaden 700 µl de tampón 
de digestión (50 mM Tris pH 8.3, 100 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0.8 % SDS, 0.5 mg/ml 
proteinasa K) y lo incubamos a 55 ºC durante toda la noche en agitación. Se centrifuga 5 
minutos a 12.000 rpm y se recoge el sobrenadante. Para extraer el ADN se añade fenol: 
cloroformo: alcohol isoamílico (FCI) (25:24:1), en una relación V:V (1:1). Se centrifuga a 
12.000 rpm durante 15 min, se recoge el sobrenadante y se repite el proceso. 
Posteriormente, precipitamos el ADN añadiendo etanol absoluto en una relación V:V (1:1) al 
que añadimos acetato sódico 3 M, pH 5.2. Agitamos y dejamos 10 minutos a -20 ºC. 
Centrifugamos 10 minutos a 12.000 rpm y desechamos el sobrenadante. Lavamos el pellet 
con etanol 70 % y dejamos el ADN 5 minutos a 4 ºC. Centrifugamos 10 minutos a 12.000 
rpm, decantamos el sobrenadante y resuspendemos el ADN en agua estéril incubando entre 
40 y 60 minutos en agitación suave a 37 ºC.  
Con una PCR clásica usando los primers adecuados confirmamos el genotipo de los 
ratones. Brevemente, hacemos una mezcla de reacción en la que tenemos todos los 
componentes necesarios para que tenga lugar la reacción enzimática de amplificación del 
ADN: buffer para la reacción, cloruro de magnesio (25 mM), dNTPs (10 mM), primers, Taq 
ADN polimerasa y el ADN que queremos amplificar.  Los primers que utilizamos para la 
PCR son los siguientes:  
       PK1F: 5’ TGCTCTGGGGTTCGTC3’ 
       PK2F: 5’ TTGTTTTGCCAAGTTCTAAT 3’  
       PKR: 5’ TCCACTGGCAGAGTAAATGT 3’  
Las condiciones del termociclador para realizar la PCR son las siguientes: 3 minutos 
a 94 ºC, 35 ciclos de 1 minuto a 94 ºC, 1 minuto a 53 ºC y 1 minuto a 72 ºC; finalmente, 5 
minutos a 72 ºC y mantenemos el producto de la amplificación a 4 ºC. 
Para obtener los embriones E13 necesarios para la realización de los experimentos 
“in vitro” mantenemos dos colonias de ratones WT y PK-KO separadas. Realizamos el 
número de cruces necesarios para tener siempre suficientes hembras preñadas, de modo 
que tenemos un conjunto de machos reproductores (n = 6) que renovamos cuando están un 
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período de 1 semana sin cubrir a las hembras y un conjunto de hembras en una relación 3:1 
con respecto a los machos. 
  
 
2.2. Experimentos “in vitro” 
 
2.2.1.   Cultivos primarios neuronales mesencefálicos  
 
2.2.1a.   Cultivos primarios neuronales de mesencéfalo de embrión (E13) de 
ratones salvajes y mutantes para el gen de la parkina. 
Trabajamos con cultivos mesencefálicos enriquecidos en neuronas obtenidos de 
ratones 129SV/C57BL6 tanto WT como PK-KO. Usamos embriones de 13 días de gestación 
que corresponde a un estado de desarrollo embrionario óptimo para la obtención de cultivos 
celulares de neuronas dopaminérgicas. Las neuronas de la pars compacta se desarrollan en 
el período E12- E15 (Lauder et al., 1982; Gates et al., 2006) de los que extraemos la parte 
ventral del mesencéfalo. Los tejidos procedentes de la disección se recogieron, con una 
punta P1000 cortada 1.5 mm, a una placa petri con medio L-15 y los incubamos con 
papaína (0.36 mg/ml) en un tampón que contiene PBS/ D-glucosa (6 mg/ml)/ BSA 1 % 
durante 15 minutos a 37 ºC y se disocian en presencia de DNAsa-I (10 mg/ml). El tejido se 
trituró suavemente y una vez disgregadas las células se valoró el número de  células vivas y 
muertas por el método de exclusión de azul tripan, en una cámara de Neubauer. 
Las células se siembran en medio Neurobasal con suplemento B27 al 1% (B27/ NBL) 
con 15 % de suero fetal (V:V) (B27/ NBL-FCS) suplementado con glutamina (4 mM), 
penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100 µg/ml) (Brewer et al., 1993) a una densidad de 2 
x 105 células/cm2 en placas de 24 pocillos o 2 x 105 células/cm2 en cubreobjetos 
previamente tratados con poli- D- lisina (4.5 µg/cm2) en un tampón borato (0.1 M pH 7.8) y 
laminina (3 µg/ml). Los cultivos se mantuvieron en una cámara húmeda en un incubador a 
37 ºC y una atmósfera con CO2 (5 %) durante 7 días “in vitro” (DIV). 24 horas después del 
cultivo, las células se cambian a un medio libre de suero (B27/NBL). 
Las células se sembraron sobre cubreobjetos (200.000 células/ cubre) de vidrio 
lavados y esterilizados con etanol al 80 %, para los experimentos de inmunocitoquímica, o 
sobre placas de multipocillos de plástico (250.000 células/ pocillo) para los experimentos de 
viabilidad y caracterización farmacológica, y de 12 pocillos (400.000 células/ pocillo) para los 





2.2.1b.   Cultivos enriquecidos en neuronas  
Los cultivos se mantuvieron en una cámara húmeda en un incubador a 37 ºC y una 
atmósfera con CO2 (5 %) durante 7 DIV; 24 horas después de la siembra, las células se 
cambian a un medio libre de suero (B27/ NBL). 
Este medio, sin suero, mantiene la población de células dopaminérgicas limitando el 
crecimiento de células no-neuronales.  
 
2.2.1c.   Cultivos enriquecidos en astroglía  
Las células se obtuvieron a partir del mesencéfalo de embriones E13 y mantenidas 
en medio Dulbecco con suero fetal bovino al 15 % y suplementado con glutamina (4 mM), 
penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100 µg/ml), y piruvato (1 mM) durante 15 días a tres 
meses (Mena et al., 2002). Semanalmente se les cambió el medio sustituyéndolo por medio 
fresco. El marcaje positivo con un anticuerpo específico frente a la proteína ácida gliofibrilar 
(GFAP+) que marca positivamente las células astrogliales, demostró que pasados 15- 20 
días en cultivo, el 80- 90 % del total de células eran astrocitos. 
 
2.2.1d.   Cultivos enriquecidos de microglía 
  Los cultivos enriquecidos en microglía se prepararon a partir de células procedentes 
de los cultivos gliales descritos anteriormente. En los cultivos gliales procedentes de ratones 
PK-KO, al cabo de 5- 6 pases, prolifera la microglía. La microglía se separó de los astrocitos 
mediante la agitación de los frascos durante 5 horas a 150 rpm. Mediante un marcaje 
inmunocitoquímico con anticuerpos para GFAP e isolectina B4 comprobamos que los 
cultivos enriquecidos en microglía tienen una pureza superior al 95 %. 
 
2.2.2.   Caracterización inmunocitoquímica 
 
2.2.2a.   Caracterización de los distintos fenotipos celulares en cultivos WT y PK-
KO. 
La caracterización fenotípica de los cultivos se realizó mediante técnicas 
inmunocitoquímicas. Las neuronas dopaminérgicas de los cultivos mesencefálicos primarios 
se caracterizaron por la inmunotinción con un anticuerpo que reconoce la tirosina hidroxilasa 
(TH), enzima limitante en la biosíntesis de catecolaminas y marcador de neuronas 
catecolaminérgicas, el anticuerpo monoclonal de ratón anti-TH+, se utilizó a una dilución 
1:100. 
Los astrocitos se caracterizaron con el anticuerpo frente a la proteína ácida fibrilar de 
la glía, anti-GFAP policlonal a una dilución 1:500. Para la caracterización de la población 
neuronal del cultivo se utilizó el anticuerpo que reconoce la proteína asociada a 
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microtúbulos anti-MAP-2, monoclonal a una dilución 1:250, y también el anticuerpo anti- 
NeuN a una dilución 1:10; la microglía presente en el cultivo con isolectina acoplada a 
peroxidasa a una dilución 1:10; los oligodendrocitos mediante el anticuerpo anti-O1 a una 
dilución 1:10; los progenitores oligodendrogliales con el anticuerpo anti-A2B5 diluido 1:10, 
cedido por Raff (Raff et al., 1983), obtenido de un hibridoma; por último, los progenitores 
neuronales mediante  el anticuerpo anti-nestina 1:10, obtenido de un hibridoma. 
 
2.2.2b.   Métodos inmunocitoquímicos 
Las células se sembraron sobre cubreobjetos previamente cubiertos con poli-D-lisina 
y laminina y se fijaron durante 10 minutos en paraformaldehído (PFA) al 4 % en tampón 
fosfato salino (PBS). Después se realizaron tres lavados con PBS, y se procedió a su 
postfijación y permeabilización con una solución de etanol: acético glacial (19:1) durante 10 
minutos a –20 ºC seguidos de otros tres lavados con PBS; posteriormente se procedió al 
bloqueo de la tinción inespecífica con PBS más suero fetal bovino al 10 % durante 20 
minutos a temperatura ambiente. 
 Pasado el tiempo del bloqueo, se incubó con el anticuerpo primario específico de la 
proteína a estudiar, en una mezcla de PBS y suero durante toda la noche a 4 ºC. Se lavaron 
los cubres con PBS tres veces y después se bloquearon de nuevo durante 10 minutos a 
temperatura ambiente. Tras retirar la solución de bloqueo de los cubres se incubaron con los 
anticuerpos secundarios correspondientes, en el caso de que la tinción sea 
inmunofluorescente, el anti- IgG marcado con FITC (1:100) o rodamina (1:100) en PBS más 
suero fetal bovino durante 45 minutos en oscuridad y a temperatura ambiente. La mezcla de 
anticuerpos secundarios se centrifugó previamente a 10.000 rpm durante 2 minutos en 
oscuridad y a 4 ºC para evitar la presencia de cristales de fluorocromo en las muestras. Se 
lavaron los cubres con PBS y por último los cubres se montaron en portaobjetos sobre una 
gota de solución antidecolorante, non- fade (50 mg de p-fenilendiamina disuelta en PBS 
0.01 M-glicerina 1:9 ajustando a pH 8 con tampón carbonato-bicarbonato 0.5 M, pH 9.2) que 
contenía bis- benzimida (Hoescht 33342, que tiñe todos los núcleos al unirse al ADN) a una 
concentración de 3 x 10-5 M. Para valorar la fluorescencia inespecífica, se incubaron algunos 
cubres con el anticuerpo secundario sin haber incubado con el anticuerpo primario. 
 Si el anticuerpo está conjugado directamente con la enzima se revela directamente, 
después se lava tres veces con TBS y se revelan los cubres con diaminobenzidina (5 % 
DAB + 0.05 % H2O2) si el anticuerpo está conjugado con peroxidasa, y con Fast-red si el 





2.2.2c.   Valoración del área ocupada por astrocitos (GFAP+) y por neuronas 
(MAP2+) 
      Con el fin de determinar los cambios producidos con los diferentes 
tratamientos farmacológicos en los cultivos celulares, tanto en la población astrocitaria como 
en la población neuronal, se utilizaron los anticuerpos anti-GFAP+ y anti-MAP-2+. Mediante 
un microscopio invertido de fluorescencia acoplado a  una cámara SONY 950 C, se 
captaron 20 campos al azar de cada cubre lo que corresponde a 1/7 del área total de 
cubreobjeto. Las imágenes de las células fueron procesadas mediante un programa de 
análisis de imagen (Image-Proplus). 
 De la imagen captada con el microscopio de fluorescencia, mediante el programa de 
análisis de imagen valoramos el área y la intensidad de la tinción de la población astrocitaria 
y de la población neuronal. El parámetro IOD se define como densidad óptica integrada o 
también intensidad óptica integrada, que es lo mismo que el área x la densidad óptica (o 
intensidad óptica).  
 
2.2.2d.   Cuantificación de células para cada anticuerpo 
Para la cuantificación de los distintos fenotipos celulares se contaron 20 campos (al 
azar) visuales de cada cubreobjeto mediante un objetivo de magnificación 40x y 10 campos 
para la cuantificación de los núcleos y se corrigieron por el área total del cubreobjeto. 
Valoramos 6 cubres, como mínimo, por cada grupo experimental. 
 
2.2.3.   Ensayos de viabilidad celular 
 
2.1.3a.   Actividad mitocondrial 
La actividad mitocondrial se determinó mediante el ensayo de MTT que mide la 
capacidad de la mitocondria para reducir 3-(4,5-dimethyldiazol-2-yl)-2,5 diphenyl tetrazolium 
bromide. 
Al final del tratamiento experimental, 300 µl del medio de cultivo de cada pocillo de la 
placa se retiraron y a los 200 µl restantes se les añadieron 20 µl de la solución de MTT 
durante 1 hora a 37 ºC. Transcurrida la hora de incubación se añadieron 200 µl de la 
solución de lisis (10 % SDS en HCl 0.01 M) y se mantuvo la placa a 37 ºC durante 24 horas. 
100 µl de medio se traspasaron a una placa de 96 pocillos y se midió la absorbancia a 540 






2.2.4.   Ensayos de muerte celular programada o apoptosis 
 
2.1.4a.   Condensación y fragmentación de la cromatina 
Las células que teníamos creciendo en cubreobjetos, se fijaron con paraformaldehído 
(PFA 4 %), y los núcleos se tiñeron con bis- benzimida (Hoescht 33342) añadiendo non- 
fade a la solución (Pardo et al., 1997). Se realizó un contaje, en el microscopio de 
fluorescencia, de 10 campos randomizados del área total del cubre. Se consideró célula 
apoptótica aquella cuya cromatina apareciera condensada o fragmentada al microscopio.  
 
2.2.4b.   Técnica de TUNEL 
Incorpora la fluoresceína-12-dUTP a los extremos 3´-OH del ADN fragmentado de las 
células apotóticas, usando la enzima TdT deoxynucleotidyl transferasa (Whiteside and 
Munglani, 1998).  Para este ensayo las células se fijaron con PFA 4 % y se permeabilizaron 
con 0.2 % Tritón. Las células apoptóticas se detectaron mediante microscopía de 
fluorescencia, apareciendo las células apoptóticas de color verde. El número de células 
positivas se contaron en 20 campos del área total del cubreobjeto. Las células incubadas 
con el tampón pero sin la enzima TdT fueron los controles negativos. 
 
2.2.5.   Ensayos de muerte celular por necrosis 
 
2.2.5a.   Actividad lactato deshidrogenasa (LDH) 
Para determinar la muerte celular por necrosis se midió la actividad lactato 
deshidrogenasa en el medio de cultivo utilizando un kit de detección citotóxica (Decker and 
Lohmann-Matthes, 1988).  
 
2.2.5b.   Ensayo de exclusión por azul-tripan 
Con el fin de determinar muerte celular por necrosis también se utilizó el ensayo de 
exclusión de azul-tripan, que permite la entrada del colorante a las células cuya membrana 
celular está rota; expresando los datos como el porcentaje de células viables con respecto al 
total de células del cultivo. 
 
2.2.6.   Análisis de nitritos  
La producción de óxido nítrico se determinó mediante la medida de los nitritos, 
producto estable de su oxidación (Wu and Thiemermann, 1996). Al término del tratamiento 
experimental se recogieron 400 µl del medio de cultivo y se mezclaron con 800 µl del 
reactivo de Griess (1.5 % sulfanilamida en 1 N HCl + 0.15 % N-(1-naftil) etilenediamina 
dihidroclorato), se mantuvo la mezcla durante 10 minutos a temperatura ambiente y en 
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oscuridad y se determinó la absorbancia a 540 nm en un lector de placas (SpectraFluor; 
Tecan, Mannedorf, Switzerland) 
 
2.2.7.   Análisis de la concentración de glutation 
Los niveles de glutation se midieron siguiendo el protocolo de Tietze (1969). Se trata 
de un método enzimático basado en la oxidación de la forma reducida del glutation por el 
compuesto 5.5´-ditiobis (2-ácido nitrobenzóico) (DTNB), el DTNB al reducirse en esta 
reacción, incrementa su absorbancia a 412 nm.  Por la acción de la enzima glutation 
reductasa (GR) se recicla el glutation oxidado (GSSG) para dar glutation reducido (GSH) y 
se repite el proceso incrementando la absorbancia a 412 nm en cada ciclo. Para el ensayo, 
las células se lavaron con PBS 2 veces y se lisaron con 100 µl de ácido perclórico (PCA) 0.4 
N a 4 ºC durante 30 minutos. Después se centrifugaron las células y se recogieron los 
sobrenadantes a los cuales se les neutralizó con cuatro volúmenes de un tampón NaH2PO4 
0.1 M, EDTA 5 mM, pH 7.5. Se recogieron 50 µl y se añadieron DTNB (0.6 mM), NADPH 
(0.2 mM) y glutation reductasa, la reacción enzimática se monitorizó en un lector de placas 
midiendo la absorbancia a 412 nm durante 6 minutos. Se realizó en paralelo una curva 
patrón de GSH con concentraciones crecientes desde 6.25 hasta 100 ng.  
El GSSG se determinó en las células por el método de Griffith (1982). Después de la 
extracción con PCA y posterior neutralización del pH, el GSH se derivatizó con 2-vinilpiridina 
(2-VP) durante 1 hora, impidiendo así que reaccione con el DTNB y así se obtiene el GSSG. 
Los niveles de glutation reducido se calcularon restando del glutation total el glutation 
oxidado. La concentración se expresa en ng de GSH/µg de proteína.  
El  S- nitrosoglutation (GSNO) intracelular se midió de modo indirecto. Después de 
tratar los cultivos los lavamos con PBS pH 7.4 en frío. Posteriormente, raspamos las células 
en 200 µl PBS y las sonicamos durante treinta segundos. Separamos dos facciones iguales 
de ese volumen, incubando una parte con CuSO4 (0.1 mM) y la otra sin CuSO4, que es un 
compuesto que rompe los enlaces tiólicos, durante 20 minutos en agitación a 37 ºC. 
Pasamos las muestras a frío y añadimos PCA (0.4 N concentración final), agitamos y 
centrifugamos 5 minutos a 12.000 rpm. Posteriormente, medimos los niveles de GSH 
intracelulares en las fracciones con y sin CuSO4; la diferencia entre ellas nos dará la 
concentración de GSNO intracelular presente en los cultivos. 
 
2.2.8.   Captación de alta afinidad para [3H]-dopamina 
Las células que crecían en una placa de 24 pocillos se incubaron con  10-8 M [3H]-DA 
(70 Ci/mmol), en presencia de pargilina 10-5 M (inhibidor de la enzima monoamino oxidasa) y 
de ácido ascórbico 10-3 M a 37 ºC durante 20 minutos. La captación no específica se calculó 
en presencia de mazindol 10-5 M, inhibidor de la captación específica de dopamina (Beart 
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and McDonald, 1980). Trascurridos 20 minutos, la captación de alta afinidad y dependiente 
de temperatura se paró en hielo y se lavaron las células tres veces con PBS frío, se 
añadieron 200 µl de NaOH y se contaron 80 µl con 3 ml de líquido de centelleo OptiPhase 
‘HiSafe’ 2 en un contador de centelleo líquido (Wallac). 
 
2.2.9.   Captación de alta afinidad de [3H]-GABA 
La captación de [3H]-GABA se realizó en presencia de 10-5 M de ácido 
aminooxiacético, inhibidor del metabolismo de GABA, y de 10–3 M de ácido ascórbico. Se 
incubó durante 4 minutos con 10 nM de [3H]-GABA (90 Ci/mmol). La captación no específica 
se calculó incubando los cultivos a 0 ºC, y esa captación inespecífica resultó siempre menor 
de un 7 % del total  (Michel and Hefti, 1990). 
 
2.2.10.   Electroforesis, transferencia e inmunodetección de proteínas 
Las células se sembraron en placas de 12 pocillos a una densidad de 4 x 105 
células/cm2 y se mantuvieron durante 7 DIV. Después de los distintos tratamientos se retiró 
el medio de cultivo y se añadieron 150 µl de tampón de lisis (Tris-HCl 20 mM, AcK 10 mM, 
DTT 1 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1mM, benzamidina 1 mM, leupeptina, aprotinina y 
pepstatina 5 µg/ml (inhibidores de proteasas). Las células se recogieron en hielo y con 
ayuda de un rascador, manteniendo las células en hielo durante 10 minutos y después se 
sonicaron durante 30 segundos. Las muestras se centrifugaron durante 30 minutos a 12.000 
rpm y a 4 ºC. Del sobrenadante se hicieron alícuotas y se congelaron  a –80 ºC. Después se 
determinó por el método de BCA la concentración de proteínas. 
Las muestras se añadieron al tampón de carga (Tris 0.186 M, azul de bromofenol 
0.25 mg/ml, β-mercaptoetanol 6 %, glicerol 15 % V:V y SDS 9 % P:V) y se sometieron a 
separación por peso molecular mediante electroforesis continua en condiciones 
desnaturalizantes en geles de poliacrilamida 10 % cargando 30- 40 µg de proteína. 
Seguidamente se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa de 0.45 µm mediante 
electrotransferencia. Para el inmunomarcaje, se bloqueó la membrana, con el fin de evitar 
uniones inespecíficas con T-TBS (Tris-HCl 20 mM pH 7.6; NaCl 137 mM con un 0.1 % (V:V) 
de Tween-20) con un 5 % de leche en polvo durante una hora a temperatura ambiente. Tras 
el bloqueo, la membrana se incubó con el anticuerpo correspondiente en la solución de 
bloqueo durante toda la noche y a 4 ºC. La membrana se lavó abundantemente con TBS 
(Tris-HCl 20 mM pH 7.6; NaCl 137 mM) y se incubó durante una hora a temperatura 
ambiente con anticuerpos anti- IgM de ratón y anti- IgM de conejo conjugados con 
peroxidasa a una dilución 1: 1000 en la solución de bloqueo. Tras el lavado las bandas 
inmunorreactivas se visualizaron por el método de ECL de Amersham (detección por 
quimioluminiscencia). Las autoradiografías se valoraron por densitometría.  
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Las condiciones de incubación fueron: para el anticuerpo anti-GFAP (1:1000); anti-β- 
actina (1:5000); anti-TH (1:5000); anti-β-tubulina (1:10000); anti-BclxS/L (S-18) (1:500); anti- 
Bax (1:500); anti-Bcl2 (1:500); anti-CDCrel-1 (1:5000); anti-parkin (1: 500); anti-OX6 (1:500); 
anti-NSE (1:2000). 
 
2.2.11. Determinación de proteínas 
 La determinación de proteínas se realizó siguiendo el método de BCA. El ensayo de 
BCA combina el principio de la reducción de iones Cu+2 a iones Cu+1 en presencia de medio 
alcalino (reacción de Biuret), con la alta sensibilidad de detección colorimétrica de los 
cationes Cu+1. El producto de la reacción de este ensayo está formado por la interacción de 
dos moléculas de BCA con una molécula de ión cuproso Cu+1. Este compuesto presenta 
absorbancia a una longitud de onda de 562 nm. Se realizó una curva patrón con albúmina 
de suero bovina (BSA) 1 µg/µl con concentraciones crecientes desde 2.5 a 100 µM.  
 
2.2.12. Determinación de monoaminas en los cultivos mesencefálicos  
La concentración de Dihidroxifenilialanina (DOPA), dopamina (DA) y ácido 3,4-
dihidroxifenilácetico (DOPAC) en los cultivos celulares se determinó mediante cromatografía 
líquida de alta resolución (HPLC) con detección electroquímica (Coulochem), según el 
método descrito por Mena y col. (1989). Las células se recogen y se sonican en 200- 500 µl 
de ácido perclórico 0.2 N que contiene metabisulfito sódico 0.5 mM y EDTA 0.26 mM. Se 
centrifugan durante 5 minutos a 12.000 rpm y el sobrenadante se filtra con un filtro de 0.45 
µm de tamaño de poro. De este modo, queda en condiciones de ser inyectado en el sitema 
de HPLC. Todo el procesamiento de las muestras se realiza a 4 ºC.  
 
 
2.3. Experimentos “in vivo” 
 
2.3.1.   Animales utilizados y tratamiento 
Trabajamos con ratones C57BL6/129SV tanto salvajes (WT) como mutantes para el 
gen park-2 (PK-KO) obtenidos de los laboratorios de Aventis Pharma S.A. (Vitry- sur- Seine, 
France) (Itier et al., 2003). Toda la manipulación de los animales en el laboratorio se hizo 
acorde a las directrices de la Unión Europea. Nos esforzamos en usar el menor número de 
animales posibles y en minimizar su sufrimiento.  
Para estos experimentos usamos 24 ratonas de 14 meses (12 ratonas WT y 12 
ratonas PK-KO). De las 12 ratonas WT usamos 6 como controles y las otras 6 las tratamos 
con cinarizina. Los mismos grupos hacemos con las PK-KO. La cinarizina la administramos 
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durante 6 semanas en el agua a dosis de 10 mg/kg. La dosis de cinarizina ingerida por los 
ratones WT  (175 ± 7.3 ml/kg/día) y PK-KO (169 ± 5.77 ml/kg/día) fue similar. 
 
2.3.2.   Estudios de comportamiento 
Medimos la actividad motora en todos los animales durante 30 minutos (después de 
30 minutos de adaptación), una vez a la semana. Para ello usamos un Actitrac (Panlab, 
Barcelona, España) consistente en un campo abierto (área: 45 x 45 cm.), con dos bandas 
de infrarrojos, separadas 2,5 cm., rodeando todo el campo acopladas a un sistema de 
control informático. Medimos distintos parámetros de comportamiento: 1) distancia recorrida 
en el actímetro; 2) tiempo que están moviéndose lentamente (velocidad < 5 cm/s); 3) tiempo 
de inactividad; 4) actividad exploratoria. El análisis de actividad motora se hizo durante 
periodos de 10 minutos. 
 
2.3.3.   Obtención de las regiones cerebrales y preparación del tejido 
 Después de decapitar a los animales, se diseccionaron las distintas regiones 
cerebrales de acuerdo a Carlsson y Lindqvist (1973); las regiones que son ricas en 
terminales DAérgicas (Sistema Límbico y Estriado) y en neuronas DAérgicas (mesencéfalo), 
se usaron para el estudio.  
El genotipo de los ratones se confirmó haciendo un Western Blot para la proteína 
parkina usando un anticuerpo anti- parkina. También se comprobó haciendo un estudio 
genotípico por PCR extrayendo el ADN de un trozo (1 cm.) de la cola.  
Las regiones cerebrales se congelaron en hielo seco, se sonicaron (VibraCell, nivel 
2, durante 30 segundos) en 8 volúmenes (P:V) de ácido perclórico 0.4 N, Na2S2O5 0.5 mM y 
EDTA al 2 % y se centrifugaron a 12.000 rpm durante 20 minutos a 4 ºC. El sobrenadante 
se usó para medir las monoaminas y sus metabolitos así como para determinar los niveles 
de glutation. 
El pellet, con las proteínas, se neutralizó (P:V=1:9) con un tampón de lisis (Na2CO3 
0.75 %, SDS 2%, PMSF 0.25 mM, leupeptina 10 mg/ml, aprotinina 2 mg/ml, pepsina 10 
mg/ml) y se sonicó y centrifugó a 12.000 rpm durante 30 minutos a 4 ºC. El sobrenadante se 
usó para determinar la concentración de proteínas y para análisis de electroforesis. 
 
 
2.4.   Determinación de monoaminas y sus metabolitos 
Los niveles de DA y sus metabolitos, 3-metoxi-tiramina (3-MT), ácido 3,4-
dihidroxifenilacetico (DOPAC) y ácido homovanílico (HVA), noradrenalina (NA) y su 
metabolito, 4-hidroxi-3-metoxi-fenil-glicol (MHPG), serotonina (5-HT) y su metabolito, ácido 
5-hidroxi-indol-acético (5-HIAA), se midieron con la técnica de HPLC con un detector 
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electroquímico (Coulochem), de acuerdo a Mena et al., (1995). Brevemente, el tejido se 
sonicó en 8 volúmenes (P:V) con ácido perclórico 0.4 N, Na2S2O5 0.5 mM y EDTA 2 %  y se 
centrifugó durante 10 minutos. 
Las condiciones cromatográficas fueron: columna Nucleosil 5C18; una fase móvil, 
tampón citrato/acetato 0.1 M, pH 3.9 con metanol 10 %, EDTA 1 mM y ácido heptano 
sulfónico 1.2 mM; condiciones de las células electroquímicas de voltaje del detector: D1 
(+0.05), D2 (-0.39) y la célula analítica (+0.40).  
La actividad MAO se determinó siguiendo el método de Truong (1989). Se 
homogeniza el tejido (estriado) en cloruro potásico (0.9%). La mezcla de reacción contiene 
100 µl del homogenado de tejido, 150 µl de tampón fosfato sódico (0.2 M), 25 µl de beta-
NAD (2.8 x 10-3 M) y 25 µl de acetilaldehido deshidrogenada (3.6 mg/ml). La reacción se 
inicia añadiendo 50 µl de sustrato e incubando 30 minutos a 37 ºC. Se para esta reacción 
añadiendo una mezcla de ácido perclórico (4 N), metabisulfito sódico (10-4 M) y EDTA (2.5 x 
10-4 M). Posteriormente se centrifugó y el sobrenadante se usa para el análisis de 




2.5.   Análisis estadístico de los datos 
Los resultados se expresaron como media ± error estándar de la media (SEM). Los 
análisis estadísticos se realizaron con el test de ANOVA de 1 ó 2 vías, seguido de un post-
test de Newman-Keuls o de Bonferroni respectivamente, considerando significativa una 
diferencia cuando p≤0.05. Para facilitar el manejo y almacenamiento de los datos, se utilizó 
el programa informático PRISMA de GraphPad Software. 
  
 
                                          
 





























                                                 




Consideraciones previas a los estudios “in vitro” con cultivos primarios de 
mesencéfalo fetal de ratones salvajes y mutantes para el gen de la parkina. 
La EP se caracteriza, principalmente, por la muerte de las neuronas DAérgicas del 
sistema nigroestriatal. En los ratones mutantes para el gen que codifica para la proteína 
parkina, la liberación de DA y su metabolismo están alterados, lo que conlleva un aumento 
en la producción de radicales libres (Itier et al., 2003). El estrés oxidativo parece jugar un 
papel fundamental en el desarrollo de la EP y conduce a la agregación de sinucleina y/o a 
una disfunción del proteasoma.  
Las neuronas DAérgicas pueden ser más sensibles al proceso de la enfermedad que 
otras neuronas porque reciben un daño mayor a través del estrés oxidativo que se genera 

















Figura 7. Cascada apoptótica inducida por DA. La DA, sintetizada por la misma célula 
o transportada a través de la membrana plasmática, genera ROS. 
 
En la primera parte de este trabajo, nuestro objetivo se centrará en estudiar los 
efectos diferenciales del estrés oxidativo en cultivos primarios de mesencéfalo fetal (E13) 
enriquecidos en neuronas, tanto en ratones WT como PK-KO, sobre la supervivencia y 
muerte de las neuronas DAérgicas, la producción de GSH y el metabolismo de la DA, así 














Usamos tres neurotóxicos para producir el estrés oxidativo en cultivos 
mesencefálicos primarios: L-DOPA, rotenona y DEA/NO. 
La L-DOPA (L-3,4-Dihidroxifenilialanina) es tóxica para las neuronas DAérgicas y 
células de neuroblastoma en cultivo “in vitro” (Mena et al., 1992; Mena et al., 1993; 
Mytilineou et al., 1993; Pardo et al., 1993; Pardo et al., 1995b; Pardo et al., 1995a), pero no 
se ha podido probar esa toxicidad en experimentos “in vivo” (Hefti et al., 1981; 
Dziewczapolski et al., 1997; Murer et al., 1998; Olanow et al., 2004). La mayoría de los 
experimentos “in vitro” en los que se demuestra la toxicidad de la L-DOPA se han hecho en 
ausencia de células gliales lo que nos llevó a hipotetizar que la presencia o ausencia de glía 
puede ser la causa de las discrepancias entre los resultados de los experimentos “in vitro” e 
“in vivo” (Mena et al., 1996). Así, el medio condicionado de glía (MCG) previene de la 
toxicidad inducida por la L-DOPA sobre las neuronas DAérgicas (Mena et al., 1996; Mena et 
al., 1997; Mena et al., 1998). Además, el tratamiento con L-DOPA de cocultivos de neuronas 
y glía hace que este compuesto tenga efectos neurotróficos (Mena et al., 1997). 
El óxido nítrico (NO) tiene efectos neurotóxicos o neurotróficos dependiendo de las 
condiciones experimentales (estado REDOX celular, tipos celulares, dosis y tiempo de 
tratamiento). De este modo, hay autores que han demostrado que el NO es tóxico para las 
neuronas DAérgicas e induce su muerte (Dawson et al., 1992; Przedborski et al., 1996; 
LaVoie and Hastings, 1999; Liberatore et al., 1999; Canals et al., 2001b; Canals et al., 
2001a; Rodríguez-Martín et al., 2002; Canals et al., 2003a; Canals et al., 2003b) mientras 
que otros trabajos demuestran que el NO incrementa la supervivencia y protege a las 
neuronas DAérgicas del estrés oxidativo (Lipton et al., 1993; Wink et al., 1996; Rauhala et 
al., 1998; Canals et al., 2001a). Los efectos neuroprotectores o neurotóxicos del NO pueden 
estar mediados por mecanismos REDOX (Lipton et al., 1993; Rodríguez-Martín et al., 2002) 
de modo que compuestos como el glutation (GSH) pueden jugar papeles fundamentales en 
la modulación de los efectos del NO (Canals et al., 2001b; Canals et al., 2001a; Rodríguez-
Martín et al., 2002; Canals et al., 2003a; Canals et al., 2003b). Como donador de NO 
usaremos un complejo sódico de dietilamina/ óxido nítrico (DEA/NO) que es un liberador 
rápido de NO. 
La rotenona es un compuesto lipofílico que atraviesa libremente las membranas 
celulares y accede así a la mitocondria, donde inactiva el complejo I de la cadena 
respiratoria mitocondrial. “In vitro” produce apoptosis, cambios en el potencial de membrana 
mitocondrial, acumulación y agregación de α-sinucleina y ubiquitina y estrés oxidativo (Ryu 
et al., 2002; Ahmadi et al., 2003; Sherer et al., 2003a; Tada-Oikawa et al., 2003; Diaz-
Corrales et al., 2005; Moon et al., 2005), procesos observados también en cerebros de 
pacientes parkinsonianos. La administración crónica de rotenona “in vivo” reproduce un 
modelo animal de EP en Drosophila melanogaster (Coulom and Birman, 2004) y en ratones 
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(Betarbet et al., 2000; Alam and Schmidt, 2002; Hoglinger et al., 2003; Sherer et al., 2003b; 
Bashkatova et al., 2004; Lapointe et al., 2004). 
 
En la última parte del trabajo presentamos un modelo de parkinson “in vivo” usando 
cinarizina, un antagonista de calcio que se usa en el tratamiento de dolores de cabeza y 
vértigo, que produce parkinsonismo en pacientes con predisposición genética y en monos 




1. CARACTERIZACIÓN DE LOS CULTIVOS ENRIQUECIDOS EN NEURONAS 
MESENCEFÁLICOS FETALES (E13) PRIMARIOS. 
Las células obtenidas del mesencéfalo de embriones E13 fueron mantenidas 7- 8 
días en un medio Neurobasal suplementado con B27 y en ausencia de suero; tras ese 
periodo “in vitro”, la mayoría de las células (entre el 75- 80 %) son neuronas (MAP-2+), de 
las que un 1- 2 % de las mismas son neuronas DAérgicas (TH+) y el 10-15 % restante es 
glía; la mayoría de las células gliales son astrocitos (GFAP+), microglía (Isolectina B4+), 
progenitores gliales (A2B5) y oligodendrocitos (O1+). También encontramos progenitores 
neuronales (Nestina+).  
Los cultivos enriquecidos en neuronas procedentes de ratones PK-KO tienen 
proporciones similares de los distintos grupos celulares que los cultivos WT, con la 
excepción de un aumento significativo de las células de microglía y de los progenitores 
gliales (Fig. 8 A). 
El genotipo de los animales se verificó mediante análisis por Western Blot para la 
proteína parkina en los cultivos mesencefálicos usando un anticuerpo anti-parkina. Como 






Figura 8. Caracterización celular de los cultivos mesencefálicos fetales primarios
enriquecidos en neuronas procedentes de ratones salvajes (WT) y mutantes para 
la parkina (PK-KO). A) Las imágenes muestran neuronas (MAP-2+), células 
dopaminérgicas (TH+), progenitores gliales (A2B5+), oligodendrocitos (O1+), 
progenitores neurales (Nestina+), astrocitos (GFAP+) comarcados con bis-benzimida, y 
células de microglía (Isolectina B4+) en cultivos mesencefálicos. Escala = 30 µm. Los 
valores se expresan como la media ± SEM de 6 replicados de 3 experimentos 
independientes. El análisis estadístico se hizo mediante un ANOVA de una vía seguido
de un test Newman- Keuls. + p< 0.05; ++ p < 0.01 parkin-KO vs wild type. B) Análisis 
de la proteína parkina por Western blot en extractos obtenidos de cultivos 
mesencefálicos de E13 salvajes o PK-KO, usando la región del estriado de un cerebro 















% Neuronas (MAP- 2 +) 72.2 ± 2.9 67.0 ± 3.7
% Células DAérgicas (TH+) 1.0 ± 0.22 0.98 ± 0.20
% Progenitores gliales (A2B5+) 0.28 ± 0.04 0.48 ± 0.03
+
% Oligodendrocitos (O1+) 3.60 ± 0.36 3.50 ± 0.70
% Progenitores neuronales (nestina+) 19.81 ± 3.4 17.19 ± 0.74
% Astrocitos (GFAP+) Menos del 9% Menos del 9%








 2. EFECTOS DIFERENCIALES DE LA L-DOPA EN EL METABOLISMO DE LAS 
MONOAMINAS, LA SUPERVIVENCIA CELULAR Y LA PRODUCCIÓN DE GSH DE LOS 
CULTIVOS ENRIQUECIDOS EN NEURONAS DE RATONES WT Y PK-KO. 
 
2.1 Efectos de la L-DOPA sobre la supervivencia y muerte de las neuronas 
DAérgicas. 
Nuestro grupo ha descrito que la L-DOPA, en los cultivos mesencefálicos primarios 
enriquecidos en neuronas de rata E14, produce efectos neurotóxicos sobre las neuronas 
DAérgicas presentes en el cultivo (Mena et al., 1993; Mena et al., 1996). Al realizar un 
estudio inmunocitoquímico para la detección de neuronas DAérgicas en el cultivo primario 
mesencefálico de ratón E13, el tratamiento con L-DOPA redujo el número de neuronas 
DAérgicas un 48 % respecto al grupo control en los cultivos procedentes de los ratones WT 
(Fig. 9 A, B). Además, el tratamiento produce un incremento en la apoptosis, valorada 
mediante una tinción inmunocitoquímica de los núcleos presentes en el cultivo con bis- 
benzimida, del doble de los valores basales en dichos cultivos (Fig. 9 C, D). 
Sorprendentemente, los cultivos procedentes de los ratones PK-KO no sólo son resistentes 
a los efectos pro- apoptóticos inducidos por el tratamiento con L-DOPA sino que, presentan 
un aumento significativo en el número de neuronas DAérgicas (Fig. 9 A- D), lo que sugiere 
que la L-DOPA, incluso a una concentración elevada (400 µM), es tóxica para las neuronas 
de los cultivos mesencefálicos primarios procedentes de ratones WT pero no para las de los 
PK-KO. 
Otro método muy usado para realizar la valoración de la apoptosis que se produce 
en un cultivo es la técnica de TUNEL. Similarmente a los resultados obtenidos al valorar la 
apoptosis haciendo un marcaje nuclear con bis- benzimida, en los cultivos WT vemos un 
incremento muy significativo (270%) de las células TUNEL+ apoptóticas en el grupo tratado 
con L-DOPA versus el grupo control (Fig 9 F) y además comprobamos que las neuronas 
DAérgicas son uno de los tipos celulares presentes en el cultivo que está siendo afectado 
por el tratamiento con L-DOPA como se muestra al producirse un comarcaje de células TH+/ 













Figura 9. Efectos de la L-DOPA sobre neuronas DAérgicas y muerte celular 
apoptótica en cultivos mesencefálicos WT y PK-KO. Después de 7 DIV, las células 
se trataron con L-DOPA 400 µM durante 24 h. A) Fotografías de neuronas DAérgicas 
(células TH+). Escala = 30 µm. B) Histograma representativo del número de neuronas 
DAérgicas (células TH+ por pocillo). C) Fotografías de núcleos totales marcados con 
bis-benzimida de WT y PK-KO de cultivos control y tratados  con L-DOPA (400 µM). D) 
Porcentaje de células apoptóticas. E) Imágenes del comarcaje de neuronas TH+/ 
TUNEL+. F) Porcentaje de células TUNEL+. Los valores se expresan como la media ± 
SEM de 6 replicados procedentes de 3 experimentos diferentes. El análisis estadístico 
se hizo mediante un ANOVA de 1 vía seguido de un test de Newman-Keuls. * p< 0.05; 
*** p< 0.001 cultivos tratados con L-DOPA vs controles; +++ p<0.001 cultivos PK-KO 







































































































 2.2 Estudio de las vías implicadas en la muerte celular inducida por la L-DOPA. 
Hemos estudiado los posibles mecanismos implicados en los efectos de la L-DOPA 
sobre los cultivos neuronales de WT y PK-KO. Estos mecanismos se desconocen 
parcialmente pero hay trabajos que sugieren que los efectos neurotróficos o neurotóxicos de  
algunos compuestos pueden estar mediados a través de las rutas de señalización de las 
proteínas quinasa activada por mitógenos (MAPK) o del fosfatidil inositol 3 quinasa (PI3- 
quinasas) (Brunet et al., 2001; Canals et al., 2003a; Canals et al., 2003b; de Bernardo et al., 
2003; de Bernardo et al., 2004). La familia de las ERK/MAPK es una familia de quinasas que 
participan en numerosos procesos entre los que destacan la división y diferenciación celular 
y la degeneración neuronal (Seger and Krebs, 1995). Se ha descrito que la inhibición de la 
vía ERK/MAPK protege frente al estrés oxidativo en cultivos primarios de neuronas 
corticales (Coyle and Puttfarcken, 1993).  
Por otro lado, la vía de las PI3- quinasas está relacionada con la inactivación de 
proteínas pro- apoptóticas y también con una disminución de especies reactivas de oxígeno 
(ROS) inducidas por un estrés causado con 6OH-DA (Salinas et al., 2003). 
Teniendo en cuenta estos estudios nos planteamos si alguna de estas dos vías 
estaría jugando algún papel en la muerte de las neuronas DAérgicas inducida por la L- 
DOPA. 
En la figura 10 (A y B) se representan los resultados obtenidos al inhibir la vía de las 
MAPK (con el inhibidor específico PD 98059) y la vía de las PI3-quinasas (usando el 
inhibidor específico LY 294002). Después de 6 DIV se añaden los inhibidores treinta minutos 
antes de realizar el tratamiento con L-DOPA. No se observa ningún efecto significativo al 
valorar la supervivencia de las neuronas TH+ mediante técnicas inmunocitoquímicas 
después de tratar los cultivos con los inhibidores, lo que nos indica que ninguna de las dos 
vías está implicada en los efectos tóxicos de la L-DOPA sobre los cultivos WT. 
Por otro lado, la muerte celular por apoptosis viene precedida por una activación de 
la cascada de la vía de las caspasas por lo que decidimos estudiar el efecto de la inhibición 
de esta ruta usando un inhibidor de amplio espectro de la ruta de las caspasas, el Boc-D- 
FMK, a una concentración de 30 µM y añadiéndolo treinta minutos antes de tratar el cultivo 
con L-DOPA. 
Hicimos un ensayo inmunohistoquímico para detectar la muerte apoptótica de los 
cultivos mediante la técnica de TUNEL. En la figura 10 C, vemos que la inhibición de la ruta 
de las caspasas protege totalmente los cultivos WT de la muerte neuronal inducida por la L- 
DOPA, lo que nos indica que la L-DOPA desencadena la activación de la vía de las 




Figura 10. Rutas de señalización implicadas en los efectos de la L-DOPA sobre 
los cultivos WT y PK-KO. Después de 7 DIV, las células se trataron con L-DOPA 400 
µM durante 24 h, y 30 minutos antes del tratamiento, los grupos preestablecidos se 
trataron respectivamente con el inhibidor de MEK-1/2, PD 98059 (20 µM) (A), el 
inhibidor específico de PI3K, LY 294002 (30 µM) (B) o el inhibidor de amplio espectro 
de la ruta de las caspasas Boc-D-FMK (30 µM) (C). Los valores se expresan como la 
media ± SEM de 6 replicados de seis experimentos independientes. El análisis
estadístico se hizo mediante un ANOVA de 1 vía seguido de un test Newman- Keuls. 
** p< 0.01; *** p< 0.001 cultivos tratados con L-DOPA vs controles; +++ p < 0.001 PK-































































































































2.3 Valoración de los niveles de L-DOPA, DA y actividad MAO-B en los cultivos 
mesencefálicos WT y PK-KO tratados con L-DOPA. 
En la figura 11 A y B representamos el metabolismo de la DA en los cultivos de 
ratones WT y PK-KO tratados con L- DOPA. Los niveles intracelulares de L-DOPA son 
iguales en cultivos WT y PK-KO por lo que la captación intracelular de este compuesto es 
similar en ratones WT y PK-KO. Por otro lado, los niveles intra y extracelulares de DA y 
DOPAC están aumentados significativamente en los ratones PK-KO. Además, el cociente 
DOPAC/DA, al igual que la actividad MAO-B en el estriado de ratones adultos, está 
incrementado significativamente en los cultivos mesencefálicos neuronales fetales y en el 
estriado de ratones adultos PK-KO (Fig. 11 C), lo que demuestra que los ratones PK-KO 




Figura 11. Niveles de L-DOPA, DA, DOPAC y actividad MAO en cultivos 
mesencefálicos WT y PK-KO tratados con L-DOPA. Después de 8 DIV, las células se 
trataron con L-DOPA 400 µM durante 4 h. A) Niveles intracelulares de L-DOPA, DA y 
DOPAC después de  4 h de tratamiento. B) Niveles extracelulares de DA y DOPAC después 
de 4 h de tratamiento. C) Actividad MAO en el estriado expresada en nmol/mg prot/min. Los 
valores se expresan como la media ± SEM de 6 replicados de seis experimentos 
independientes. El análisis estadístico se hizo mediante un ANOVA de 1 vía seguido de un 



















































































































2.4 Efecto del tratamiento con L-DOPA sobre los niveles intracelulares de GSH. 
 La homeostasis del GSH es muy importante para la defensa celular frente al estrés 
oxidativo. El GSH es una molécula antioxidante que juega un papel fundamental en la 
neutralización de las ROS y lleva a cabo su función a través de dos mecanismos: de forma 
no enzimática, reaccionando directamente con los radicales libres y de forma enzimática, 
siendo sustrato de la enzima glutation peroxidasa. 
 En el metabolismo de la DA se producen ROS por lo que es muy importante conocer 
los niveles de GSH intracelular que tenemos en los cultivos neuronales primarios 
procedentes tanto de los ratones WT como PK-KO. 
 Al valorar los niveles de GSH intracelular, vemos que los cultivos procedentes de 
ratones PK-KO tienen unos niveles mayores de GSH tanto  basalmente, como después de 
realizar el tratamiento con la L-DOPA. Esto nos indica que los cultivos procedentes de 
ratones PK-KO tienen una mayor protección frente al efecto del estrés oxidativo. En ambos 
cultivos, el tratamiento con L-DOPA reduce los niveles de GSH aunque no es una 



















Figura 12. Niveles de GSH intracelular en los cultivos mesencefálicos primarios de WT 
y PK-KO. Los valores se expresan como la media ± SEM de 6 replicados de seis 
experimentos independientes. El análisis estadístico se hizo mediante un ANOVA de 1 vía 
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2.5 Efecto de la inhibición de la síntesis de GSH en el tratamiento de los 
cultivos WT y PK-KO con L-DOPA. 
 Para saber si el GSH juega un papel en el efecto diferencial de la L-DOPA en 
cultivos WT y PK-KO, hacemos un pre- tratamiento con L-butionina-(S,R)-sulfoximina (BSO) 
que es un compuesto que inhibe el enzima limitante en la síntesis de GSH. A los 6 DIV 
añadimos el BSO a una concentración de 3 µM durante 24 horas. Este tratamiento 
disminuye la concentración de GSH de 2.9 a 0.8 ng/ mg proteína aunque no induce la 
muerte de las neuronas DAérgicas. Al día siguiente tratamos los cultivos con L-DOPA 400 
µM durante 24 horas. En los cultivos WT, el cotratamiento con BSO y L-DOPA incrementa 
significativamente la muerte de las neuronas DAérgicas respecto al grupo control y más aún 
que al tratar sólo con L-DOPA (Fig. 13 A). Al valorar el porcentaje de células apoptóticas 
presentes en el cultivo vemos que el cotratamiento aumenta el porcentaje de células 
apoptóticas un 154 % respecto al grupo control y un 120 % respecto al grupo tratado 
únicamente con L-DOPA. Al estudiar los resultados obtenidos en los cultivos PK-KO vemos 
que el cotratamiento con BSO y L-DOPA produce una reducción en el número de neuronas 
DAérgicas del 68 % respecto a los controles y del 66 % respecto al grupo tratado sólo con L- 
DOPA. También observamos un aumento significativo al valorar el porcentaje de células 
apoptóticas (Fig. 13 B). La inhibición de la síntesis de GSH bloquea el efecto diferencial de 
la L-DOPA en cultivos mesencefálicos WT y PK-KO. 
 
 
Figura 13. La inhibición de GSH bloquea la repuesta diferencial frente a L-DOPA de 
los cultivos WT y PK-KO. Después de 6 DIV, los grupos celulares preestablecidos se pre- 
trataron con el inhibidor de GSH (BSO, 3 µM) durante 24 h. Al día siguiente, se tratan los 
cultivos con L-DOPA 400 µM o solvente durante otras 24 h. A) Neuronas DAérgicas 
expresadas como células TH+/ cubre, en cultivos WT y  PK-KO; B) Porcentaje de núcleos 
apoptóticos. Los valores se expresan como la media ± SEM de 6 replicados de seis 
experimentos independientes. El análisis estadístico se hizo mediante un ANOVA de 1 vía 
seguido de un test Newman Keuls. ** p< 0.01; *** p< 0.001 cultivos tratados con L-DOPA vs 
controles; ++ p< 0.01, +++ p < 0.001 PK-KO vs WT; ^ p<0.05, ^^^ p< 0.001 tratamiento con 













































































































3. LOS CULTIVOS PROCEDENTES DE RATONES PK-KO SON RESISTENTES A 
LA TOXICIDAD INDUCIDA POR UN DONADOR DE ÓXIDO NÍTRICO (DEA/NO). 
 
3.1 Efectos diferenciales del DEA/NO sobre la supervivencia y muerte de las 
neuronas DAérgicas. 
El estrés oxidativo es un factor que juega un papel importante en la EP. Uno de los 
radicales libres que participa de manera importante en la muerte de las neuronas DAérgicas 
es el óxido nitríco (NO). El NO participa tanto en la muerte (Smith et al., 1994; Przedborski 
et al., 1996; LaVoie and Hastings, 1999; Liberatore et al., 1999) como en la supervivencia de 
las neuronas dopaminérgicas (Lipton et al., 1993; Wink et al., 1996; Rauhala et al., 1998; 
Canals et al., 2001a). Un aumento en la producción de NO puede producirse por un 
incremento en la síntesis del enzima óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) presente en las 
células gliales, o por un aumento de calcio intracelular que activa dos enzimas constitutivos: 
NOS neuronal (nNOS) o NOS endotelial (eNOS). La concentración local de NO está en 
función de la relación entre su producción y su desaparición, bien por reacción o por difusión 
(Murphy, 1999). Cuando la concentración de NO se eleva, puede causar daño celular por 
diversos mecanismos: (1) formando S- nitrosotioles, (2) reaccionando con el radical 
superóxido (O2.-) para formar peroxinitrito (ONOO-), una molécula mucho más reactiva y 
citotóxica que la precursora, (3) desregulando enzimas con grupo hemo y (4) liberando 
hierro de la proteína intracelular ferritina.  
Una de las dianas principales donde el NO ejerce sus efectos es la mitocondria y 
actúa sobre ella inhibiendo, reversible o irreversiblemente, la respiración mitocondrial, 
inhibiendo la creatina kinasa e induciendo la permeabilidad mitocondrial transitoria (Murphy, 
1999). El NO puede así afectar tanto a la cantidad como al reclutamiento en la membrana 
mitocondrial externa de proteínas pro-apoptóticas (Bax, Bcl-XS, Bak) y anti-apoptóticas (Bcl-
2, Bcl-XL) (Hsu et al., 1997; Levine, 1997). 
En estudios previos hechos en el laboratorio hemos visto que el NO produce efectos 
neurotróficos o neurotóxicos dependiendo de la dosis (Canals et al., 2001a). Usando como 
donador de NO el DEA/NO hemos visto que a dosis bajas (25-50 µM) este compuesto 
ejerce un efecto neurotrófico mientras que a dosis altas (200-400 µM) produce 
neurotoxicidad.  
Tratamos los cultivos primarios mesencefálicos WT y PK-KO con DEA/NO (400 µM x 
24 h.) y vemos el efecto del NO sobre las neuronas DAérgicas (Fig. 14 A) mediante técnicas 
inmunocitoquímicas usando un anticuerpo anti-TH. El NO ejerce un efecto tóxico sobre las 
neuronas DAérgicas de los cultivos WT en los que observamos una disminución del número 
de neuronas en el grupo tratado con DEA/NO del 53 % respecto al control, pero no sobre las 
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de los cultivos PK-KO en los que observamos una disminución en el número de neuronas 
DAérgicas pero no es significativo (Fig. 14 A, B).  
El tratamiento con DEA/NO incrementó el porcentaje de células apoptóticas, 
detectadas en el cultivo por la condensación y fragmentación de la cromatina con un 
marcaje del núcleo con bis- benzimida, un 176 % en el grupo tratado versus control en el 
cultivo WT, mientras que en los cultivos PK-KO no vemos un aumento significativo del 
porcentaje de células apoptóticas (Fig. 14 C, D). Al valorar si en los cultivos WT y PK-KO se 
produce muerte por necrosis usando una técnica en la que medimos la actividad de la 
enzima lactato deshidrogenasa, que se libera al medio al producirse la rotura de la 
membrana citoplasmática, vimos que en los cultivos WT se produce un aumento significativo 
de la muerte celular por necrosis, efecto que no se observa en los cultivos PK-KO (Fig. 14 
E). 
En la figura 14 F comprobamos que la concentración de nitritos en los cultivos WT y 
PK-KO tratados con DEA/NO es prácticamente la misma lo que nos indica que la 
concentración de NO liberada por el donador es la misma en los cultivos WT y PK-KO y no 
explica el efecto diferencial del NO en los cultivos WT y PK-KO. 
 
3.2 Patrón del fenotipo celular afectado por el DEA/NO en los cultivos 
mesencefálicos. 
Como hemos visto, el DEA/NO causa la muerte de las neuronas DAérgicas  
presentes en los cultivos WT. Para confirmar este dato, hicimos una captación de alta 
afinidad de 3H-DA que nos indica el número de neuronas DAérgicas que se encuentran en 
un estado funcional (Fig. 15 A). Dicha captación se ve disminuida un 67 % respecto al grupo 
control lo que nos confirma que el DEA/NO está afectando a la supervivencia y a las 
terminales presinápticas de las neuronas DAérgicas en los cultivos WT.   
Por otro lado, al estudiar el efecto del DEA/NO sobre el resto de la población 
neuronal en el cultivo WT, vemos que el donador de NO también ejerce un efecto tóxico 
sobre las neuronas GABAérgicas, que son el tipo neuronal mayoritario presente en el 
cultivo. En la figura 15 B vemos una valoración de la actividad de dichas neuronas mediante 
una captación de alta afinidad de 3H-GABA en el cultivo WT. La captación se ve reducida en 
un 68 % respecto a los controles lo que nos indica que el donador está ejerciendo un efecto 







Figura 14. Efectos del DEA/NO sobre las neuronas DAérgicas y la muerte celular 
de los cultivos mesencefálicos. Después de 7 DIV, las células se trataron con 
DEA/NO 400 µM durante 24 h. A) Imágenes de las células DAérgicas (células TH+) en 
cultivos control y tratados con DEA/NO de WT (izquierda) y PK-KO (derecha). Escala = 
30 µm. B) Número de células DAérgicas valoradas como células TH+/ cubre. C) 
Imágenes de los núcleos marcados con bis-benzimida de los cultivos WT (izquierda) y 
PK-KO (derecha) controles y tratados. Escala = 30 µm. El inserto nos muestra una 
célula apoptótica a mayor aumento. D) Porcentaje de la apoptosis en el cultivo. E) 
Actividad LDH. F) Concentración de nitritos en los cultivos control y tratados con 
DEA/NO en controles y PK-KO. Los valores se expresan como la media ± SEM de 6 
replicados de tres experimentos diferentes. Para el análisis estadístico usamos un 
ANOVA de dos vías (la interacción entre genotipo y tratamiento fue p<0.05) seguido 
de un test de Bonferroni. *** p< 0.001 cultivos tratados con DEA/NO vs control. ++ p< 





















































































































































El mismo efecto lo observamos al hacer una valoración por inmunocitoquímica 
usando un anticuerpo anti-MAP-2 (proteína asociada a los microtúbulos de las neuronas) 
que marca la totalidad de las neuronas presentes en el cultivo. Al valorar el área ocupada 
por las neuronas, observamos que el DEA/NO reduce el área de neuronas MAP-2+ de forma 
muy significativa en los cultivos tratados con el donador de NO respecto al grupo control WT 
(Fig. 15 C).  
Así, vemos que la muerte inducida por el DEA/NO afecta principalmente a las 
neuronas presentes en los cultivos WT y lo confirmamos al hacer un comarcaje 
inmunocitoquímico usando un anticuerpo anti-NeuN (que marca el núcleo de las neuronas) 
junto con una tinción de los núcleos con bis-benzimida. Vemos que prácticamente todas las 
células que son apoptóticas (identificadas por la condensación o fragmentación de la 
cromatina) como consecuencia del tratamiento con DEA/NO, comarcan con células NeuN+ 
(Fig. 15 D). En los cultivos PK-KO tratados con el donador de NO no se observa una 
reducción en la captación de 3H-DA, 3H-GABA ni tampoco en la valoración del área MAP-2 
(no mostrado).  
Figura 15. Efecto del DEA/NO sobre la muerte de las neuronas de los cultivos 
mesencefálicos de ratones WT. Después de 7 DIV, las células se trataron con DEA/NO 
400 µM durante 24 h. A) Captación de alta afinidad de 3H-DA. B) Captación de alta afinidad 
de 3H-GABA. C) Neuronas totales en el cultivo expresadas como área de células MAP-2+. D) 
Imágenes de los núcleos teñidos con bis-benzimida que comarcan con células NeuN+, 
correspondientes al mismo campo, de cultivos WT tratados con DEA/NO. Los valores se 
expresan como la media ± SEM de 6 replicados de tres experimentos diferentes. Para el 
análisis estadístico usamos un ANOVA de una vía seguido de un test de Newman- Keuls. ** 































































































En cuanto a la población de las células gliales, haciendo una inmunocitoquímica con 
un anticuerpo anti-Isolectina B4 que revela las células de microglía (Fig. 16 A), vemos que 
los cultivos mesencefálicos procedentes de ratones PK-KO tienen unos niveles basales de 
microglía mayores que los WT (168 %). En los cultivos WT el tratamiento con DEA/NO 
produce un incremento de las células de microglía (Fig. 16 A, B) de un 215 % respecto al 
grupo control mientras que no observamos incremento de esta población celular en los 
cultivos PK-KO. En los cultivos WT vemos que se produce una disminución significativa de 
la población de astrocitos medida como área GFAP (de un 59 %) en el grupo tratado con el 
donador de NO. Por el contrario, y al igual que sucede con las células de microglía, en los 
cultivos PK-KO no se observa disminución alguna (Fig. 16 C). 
 
Figura 16. Efectos del tratamiento con DEA/NO sobre las células gliales. Después de 7 
DIV, las células se trataron con DEA/NO 400 µM durante 24 h. A) Imágenes de células de 
microglía (células teñidas con isolectina B4+). Escala = 30 µm. B) Imágenes de los astrocitos 
(células teñidas con GFAP). Escala = 30 µm. C) Porcentaje de células de microglía 
presentes en el cultivo. C) Área de astrocitos (GFAP+) en los cultivos. Los valores se 
expresan como la media ± SEM de 6 replicados de tres experimentos diferentes. Para el 
análisis estadístico usamos un ANOVA de dos vías (la interacción entre genotipo y 
tratamiento fue p< 0.001) seguido de un test de Bonferroni. *** p< 0.001 cultivos tratados 
con DEA/NO vs control. ++ p< 0.01; +++ p< 0.001 cultivos PK-KO vs WT. u.a. unidades 









































































3.3 Estudio de las rutas intracelulares implicadas en la muerte celular inducida 
por el DEA/NO. 
Como hemos descrito en el caso de la L-DOPA, la inhibición de la vía ERK/MAPK 
protege frente al estrés oxidativo en cultivos primarios de neuronas corticales (Coyle and 
Puttfarcken, 1993). Con el donador de NO estamos induciendo una situación de estrés 
oxidativo en los cultivos. Para ver si está implicada la ruta de las MAPK en la muerte del 
cultivo WT usamos un inhibidor de dicha ruta (PD 98059). Como se muestra en las figuras 
17 A, B y C, el tratamiento con el inhibidor (20 µM) media hora antes del tratamiento con 
DEA/NO, no protege de la disminución de células DAérgicas (Fig. 17 A) ni revierte la 
apoptosis general del cultivo (Fig. 17 B). Además, al hacer un ensayo de MTT para ver la 
actividad mitocondrial de las células presentes en el cultivo, vemos que el PD 98059 
tampoco protege de la toxicidad inducida por el donador de NO. 
Para estudiar la posible implicación de la vía de las caspasas en la muerte inducida 
por el DEA/NO en nuestro modelo usamos un inhibidor de amplio espectro de la ruta de las 
caspasas (Boc-D-FMK 30 µM) que añadimos al cultivo treinta minutos antes del tratamiento 
con DEA/NO y vemos que protege, parcialmente, de la muerte apoptótica del cultivo WT, 
tanto al valorar el porcentaje de células apoptóticas mediante un ensayo 
inmunohistoquímico marcando los núcleos celulares con bis-benzimida, como al cuantificar 
las células apoptóticas mediante un ensayo de TUNEL (Fig. 17 D). 
Además, podemos decir que la apoptosis que se produce en el cultivo está en una 
fase avanzada ya que, todos los núcleos que identificamos como apoptóticos en el marcaje 
con bis-benzimida, son núcleos TUNEL+ lo que implica una fragmentación de la cromatina 
(Fig. 17 E).  
 
3.4 Efecto del DEA/NO sobre la homeostasis del GSH. 
El GSH juega un papel fundamental en la neutralización de los efectos tóxicos que 
produce el estrés oxidativo. Por eso es muy importante conocer los niveles intracelulares de 
GSH en los cultivos WT y PK-KO. Como hemos descrito previamente, los niveles 
intracelulares basales de GSH en los cultivos primarios PK-KO son mayores que en los WT 
(124 %).   
Al tratar los cultivos con DEA/NO, los niveles de GSH en los cultivos WT descienden 
de manera muy significativa respecto al grupo control (Fig. 18 A). Los cultivos PK-KO 
también sufren una disminución importante en los niveles de GSH al tratar con el donador 
de NO pero siguen teniendo unos niveles superiores respecto al grupo tratado con DEA/NO 
en los cultivos WT (Fig. 18 A). 
 71
Figura 17. Rutas implicadas en la muerte de los cultivos WT inducida por 
DEA/NO. Después de 7 DIV, las células se trataron con DEA/NO 400 µM durante 24 
h., 30 minutos antes del tratamiento añadimos los inhibidores de MEK-1/2, PD 98059 
(20 µM), o el inhibidor de caspasas Boc-D-FMK (30 µM). A) Número de neuronas 
DAérgicas expresadas como células TH+/ cubre. B) Porcentaje de células apoptóticas 
en el cultivo WT. C) Actividad mitocondrial. D) Porcentaje de las células apoptóticas
teñidas con bis-benzimida y con la técnica de TUNEL correspondientes a  los mismos
campos. E) Imágenes del comarcaje de los núcleos apoptóticos al usar la tinción con
bis- benzimida y la técnica de TUNEL. Escala = 30 µm. Los valores se expresan como 
la media ± SEM de 6 replicados de tres experimentos diferentes. Para el análisis 
estadístico usamos un ANOVA de una vía seguido de un test de Newman- Keuls. * p< 
0.05; ** p< 0.01; *** p< 0.001 cultivos tratados con DEA/NO vs control. ^^^ p< 0.001 





















































































































































































Además, en trabajos previos hemos descrito que los antioxidantes tiólicos (a los que 
pertenece el GSH) protegen de la toxicidad inducida por el DEA/NO (Canals et al., 2001b; 
Rodríguez-Martín et al., 2002) de modo que el NO interacciona con los grupos tiólicos del 
GSH formando el compuesto S-Nitrosoglutation (GSNO). Para confirmar esta hipótesis en 
nuestro modelo hicimos la determinación de GSNO intracelular. De este modo, vimos que 
después del tratamiento de los cultivos WT y PK-KO con el DEA/NO, los cultivos PK-KO 
tienen unos niveles de GSNO mucho más altos (200 %) que los que detectamos en los WT 
(Fig. 18 B), lo que confirma la existencia de una mayor protección en los cultivos PK-KO 




Figura 18. Niveles intracelulares de GSH y GSNO en cultivos WT y PK-KO. Después de 
7 DIV, las células se trataron con DEA/NO 400 µM durante 24 h. A) Niveles intracelulares de 
GSH expresados como ng/mg proteína. B) La producción de GSNO en cultivos tratados con 
DEA/NO se determinaron mediante la valoración de los niveles intracelulares de GSH 
después de incubar los cultivos con o sin CuSO4 (100 µM), un compuesto que rompe los 
enlaces tiólicos. Los valores se expresan como la media ± SEM de 6 replicados de tres 
experimentos diferentes. Para el análisis estadístico usamos un ANOVA de una vía seguido 
de un test de Newman- Keuls. *** p< 0.001 cultivos tratados con DEA/NO vs control.  ++ p< 










































































3.5 La inhibición de la síntesis de GSH suprime los efectos diferenciales del 
DEA/NO. 
Para saber si el GSH está jugando un papel crucial en la protección de los cultivos 
PK-KO frente a la toxicidad inducida por el DEA/NO, procedemos a inhibir la síntesis de 
GSH. La inhibición de la síntesis de GSH con BSO (20 µM x 48h.), que, en presencia de 
DEA/NO, disminuye significativamente la concentración de GSH (Fig. 19 A), en los cultivos 
primarios mesencefálicos WT y PK-KO, suprime los efectos diferenciales que ejercía el NO, 
tanto al valorar el número de neuronas DAérgicas (Fig. 19 B), como al cuantificar la 
apoptosis que se produce en los cultivos (Fig. 19 C). 
Al estudiar los efectos de la inhibición de la síntesis de GSH en las células gliales, el 
pretratamiento con BSO produce un aumento de las células de microglía en los cultivos PK-
KO respecto a los WT (Fig. 20 A) y la resistencia de los astrocitos de los cultivos PK-KO a la 
muerte inducida por el DEA/NO también desaparece (Fig. 20 B).  
En condiciones de depleción moderada de GSH con un pretratamiento con BSO a 
concentraciones de 2 µM durante 4 horas (Fig. 21) o al quelar el GSH con dietilmaleato 
(DEM) a una concentración de 200 ng/ pocillo durante 2 horas (Chen 2005) (Fig. 22), la 
resistencia de los cultivos PK-KO a la toxicidad inducida por el DEA/NO desaparece.  
Para conseguir una depleción de GSH moderada con el DEM (Fig. 22 A), usamos 
una concentración de 300 ng de DEM/ pocillo para realizar los experimentos de viabilidad 
celular (Fig. 22 B, D), así como para estudiar los efectos del co- tratamiento de DEM + 
DEA/NO sobre la supervivencia de las neuronas DAérgicas (Fig. 22 E) y la liberación de NO 
(Fig. 22 C). Esta depleción moderada de GSH, con el DEM o con BSO, suprime la 
resistencia de los cultivos PK-KO como vemos al medir la viabilidad celular (Fig. 21 B, 22 B), 
la apoptosis (Fig. 21 D, 22 D) y al valorar el número de células TH+ (Fig. 21 E, 22 E), lo que 
nos confirma que los niveles de GSH son vitales para la resistencia a la toxicidad inducida 
por el NO y que, incluso una disminución moderada de los niveles de GSH, bloquea la 











Figura 19. La inhibición de la síntesis de GSH bloquea la respuesta diferencial al
tratamiento con DEA/NO en los cultivos WT y PK-KO. Después de 6 DIV, las 
células se trataron con BSO  (inhibidor de la síntesis de GSH) 20 µM durante 24 h.; al 
día siguiente se trataron con DEA/NO 400 µM durante 24 h. A) Niveles intracelulares 
de GSH. B) Número de neuronas DAérgicas (células TH+). C) Porcentaje de células 
apoptóticas. Los valores se expresan como la media ± SEM de 6 replicados de 3
experimentos diferentes. Para el análisis estadístico usamos un ANOVA de dos vías
(la interacción entre genotipo y tratamiento fue p< 0.001) seguido de un test de
Bonferroni. *** p< 0.001 cultivos tratados con DEA/NO vs control. ++ p< 0.001; +++ p< 
0.001 cultivos PK-KO vs WT. ^ p< 0.05; ^^^ p< 0.001 cultivos tratados con el BSO + 
















































































































































































Figura 20. La inhibición de la síntesis de GSH bloquea también la respuesta 
diferencial inducida por el tratamiento con DEA/NO sobre las células gliales. 
Después de 6 DIV, las células se trataron con BSO  (inhibidor de la síntesis de GSH) 
20 µM durante 24 h.; al día siguiente se trataron con DEA/NO 400 µM durante 24 h. A) 
Porcentaje de células de microglía. B) Área GFAP. Los valores se expresan como la 
media ± SEM de 6 replicados de tres experimentos diferentes. Para el análisis 
estadístico usamos un ANOVA de dos vías (la interacción entre genotipo y tratamiento 
fue p< 0.001) seguido de un test de Bonferroni. *** p< 0.001 cultivos tratados con 
DEA/NO vs control. ++ p< 0.001; +++ p< 0.001 cultivos PK-KO vs WT. ^^^ p< 0.001 


























































































































Figura 21. La depleción moderada de GSH también suprime los efectos 
diferenciales inducidos por DEA/NO en los cultivos WT y PK-KO. Después de 6 
DIV, las células se pre- trataron con BSO 2 µM durante 4 h.; al día siguiente se 
trataron con DEA/NO 400 µM durante 20 h. A) Niveles intracelulares de GSH. B) 
Ensayo de MTT. C) Porcentaje de células apoptóticas. D) Porcentaje de neuronas 
DAérgicas. Los valores se expresan como la media ± SEM de 6 replicados de tres 
experimentos diferentes. Para el análisis estadístico usamos un ANOVA de dos vías 
(la interacción entre genotipo y tratamiento fue p< 0.001) seguido de un test de 
Bonferroni. * p< 0.05; ** p< 0.01; *** p< 0.001 cultivos tratados con DEA/NO vs control. 
+ p< 0.05; ++ p< 0.01; +++ p< 0.001 cultivos PK-KO vs WT. ^ p< 0.05; ^^^ p< 0.001 
























































































































































































































Figura 22. El dietil maleato (DEM) suprime los efectos diferenciales inducidos por el 
tratamiento con DEA/NO en cultivos WT y PK-KO. Después de 6 DIV, las células se pre- 
trataron con DEM (quelante de GSH) 200- 400 ng/ pocillo durante 2 h. antes de tratar con 
DEA/NO 400 µM durante 20 h. más. A) Niveles intracelulares de GSH. B) Ensayo de 
actividad mitocondrial. C) Porcentaje de células apoptóticas. D) Número de neuronas 
DAérgicas. Los valores se expresan como la media ± SEM de 6 replicados de tres 
experimentos diferentes. Para el análisis estadístico usamos un ANOVA de dos vías (la 
interacción entre genotipo y tratamiento fue p< 0.001) seguido de un test de Bonferroni. * p< 
0.05; ** p< 0.01; *** p< 0.001 cultivos tratados con DEA/NO vs control. + p< 0.05; ++ p< 0.01 
cultivos PK-KO vs WT. ^ p< 0.05; ^^ p< 0.01 cultivos tratados con DEM + DEA/NO vs 













































































































































































































































4. EFECTOS DE LA ROTENONA, UN INHIBIDOR DE LA CADENA 
RESPIRATORIA MITOCONDRIAL, EN CULTIVOS NEURONALES MESENCEFÁLICOS 
PRIMARIOS PROCEDENTES DE RATONES WT Y PK-KO. 
 
4.1 Efectos de la rotenona sobre la supervivencia de las neuronas DAérgicas y 
la muerte celular en los cultivos mesencefálicos. 
Muchos autores han señalado la relación entre el desarrollo de la EP y la exposición 
a agentes químicos usados en la industria agraria (Barbeau et al., 1987; Rajput and Uitti, 
1987; Semchuk et al., 1992; Liou et al., 1997). Además, estudios experimentales realizados 
con pesticidas o agentes químicos relacionados indican que estos compuestos son un factor 
de riesgo para el desarrollo de la EP (Betarbet et al., 2000; Alam and Schmidt, 2002). Entre 
estos agentes, los más estudiados han sido el paraquat, rotenona… 
Al hacer un tratamiento sobre los cultivos mesencefálicos primarios vemos que la 
rotenona, un compuesto que inhibe el complejo I de la cadena respiratoria mitocondrial, 
tiene un efecto dosis- y tiempo-dependiente sobre los cultivos mesencefálicos primarios de 
ratones WT y PK-KO (Fig. 23). Haciendo un ensayo inmunocitoquímico para ver el efecto de 
la rotenona sobre las neuronas DAérgicas, usando un anticuerpo anti- TH, vemos que el 
tratamiento con rotenona a unas determinadas dosis (0.025, 0.05 y 0.1 µM), produce una 
disminución de las neuronas TH+ de los cultivos PK-KO mayor que la que observamos en 
los cultivos WT (Fig. 23 A, B) y que, con un tiempo de tratamiento predeterminado (5 horas), 
los cultivos PK-KO se ven afectadas a dosis más bajas que los cultivos WT (Fig. 23 A, B). 
Así, los cultivos PK-KO al ser tratados con rotenona 0.025 µM sufren una reducción en la 
supervivencia de las neuronas TH+ de un 10 %, con rotenona 0.05 µM de un 40 % y con 
rotenona 0.1 µM de un 67 %. En los cultivos WT, sin embargo, no vemos una reducción 
significativa del número de neuronas DAérgicas con ninguna de las dosis usadas (Fig. 23 A, 
B).  
La muerte por apoptosis sigue el mismo patrón. Al valorar los núcleos identificados 
como apoptóticos en una preparación inmunocitoquímica teñida con bis- benzimida, vemos 
que en los cultivos WT, a las 5 horas de tratamiento, hay un incremento significativo (296 %) 
en el número de células apoptóticas con las dosis de rotenona más altas (0.1 µM), pero en 




















Figura 23. Efectos de la rotenona sobre las neuronas DAérgicas y la muerte 
celular de los cultivos mesencefálicos WT y PK-KO. Después de 8 DIV, las células 
se trataron con rotenona a diferentes concentraciones (0.025 µM, 0.05 µM y 0.1 µM) 
durante 5 h. A) Imágenes de las células DAérgicas (células TH+) en cultivos control y 
tratados con rotenona de WT (izquierda) y PK-KO (derecha). Escala = 30 µm. B) 
Número de células DAérgicas valoradas como células TH+/ cubre. C) Porcentaje de 
células apoptóticas en el cultivo. Los valores se expresan como la media ± SEM de 6 
replicados de tres experimentos diferentes. Para el análisis estadístico usamos un 
ANOVA de dos vías (la interacción entre genotipo y tratamiento fue p<0.05) seguido de 
un test de Bonferroni. * p< 0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.001 cultivos tratados con DEA/NO 
















































































































4.2 Patrón del fenotipo celular afectado por la rotenona en los cultivos 
mesencefálicos. 
La rotenona, usada a una dosis de 0.05 µM, produce muerte neuronal y disfunción 
glial en los cultivos PK-KO pero no en los WT. Al hacer un ensayo inmunocitoquímico para 
observar el efecto que tiene el tratamiento con rotenona sobre las poblaciones celulares 
presentes en el cultivo vemos que usando dosis de rotenona 0.05 µM, se reduce 
significativamente la población neuronal (células MAP-2+) en los cultivos PK-KO, mientras 
que en los WT sufre una reducción pero no es significativa (Fig. 24 A). El tratamiento con 
rotenona produce muerte neuronal principalmente por apoptosis, lo que demostramos al 
hacer un comarcaje inmunocitoquímico en un cultivo PK-KO tratado con rotenona y 
valorando los núcleos NeuN+ que comarcan con núcleos apoptóticos marcados por la tinción 
con Hoechst (Fig. 24 B). 
La apoptosis que observamos en los cultivos PK-KO es de dos tipos: una apoptosis 
temprana, caracterizada porque los núcleos son redondos con condensación periférica de 
cromatina y sin fragmentación de ADN (son negativos al hacer la técnica de TUNEL), y una 
apoptosis clásica, con los núcleos con la cromatina condensada y fragmentada (positivos 
para la técnica de TUNEL) (Fig. 24 D). Con un tratamiento con rotenona durante 5 horas y a 
una concentración de 0.05 µM, observamos una apoptosis caracterizada porque las células 
son TUNEL-. Tanto la apoptosis más tardía como la necrosis se detectan con tratamientos 
más prolongados de 24 horas de duración (Fig. 24 C, D, F, G). 
Si observamos lo que sucede con la población de células gliales, vemos que el 
tratamiento con rotenona afecta tanto a las células de microglía como de astroglía. En el 
caso de las células de microglía, haciendo un ensayo inmunocitoquímico en los que 
revelamos la microglía usando un anticuerpo anti- isolectina B4, vemos que la rotenona 
induce un incremento dosis- dependiente de la microglía presente en los cultivos (Fig. 25 A, 
B). Este aumento lo observamos en los PK-KO desde las dosis usadas más bajas (0.05 
µM), en las que ya vemos un incremento del 60 % respecto al control, mientras que en los 
cultivos WT se produce sólo un aumento del número de células de microglía a las dosis más 
altas usadas (incremento del 50 % versus control), en las que, en los cultivos PK-KO, 
observamos una proliferación de células de microglía (Fig. 25 A, B). 
Por otro lado, al estudiar el efecto de la rotenona (0.05 µM) sobre la astroglía 
haciendo una inmunocitoquímica en la que usamos un anticuerpo anti-GFAP, vemos que la 
rotenona aumenta significativamente el número de astrocitos en los cultivos PK-KO mientras 











Figura 24. La rotenona induce apoptosis y necrosis en los cultivos PK-KO pero no 
en los WT. Después de 7 DIV, las células se trataron con rotenona 0.05 µM durante 24 
h. A) Efecto de la rotenona sobre las neuronas del cultivo (Células MAP-2+). B) 
Imágenes de la colocalización de las neuronas (NeuN+) y los núcleos apoptóticos en 
cultivos PK-KO tratados con rotenona. Escala = 30 µm. C) Porcentaje de células 
TUNEL+. D) Imágenes de los núcleos apoptóticos con las técnicas de TUNEL y tinción 
con bis-benzimida en cultivos PK-KO tratados con rotenona. El inserto nos muestra que 
los núcleos apoptóticos con cromatina condensada perifericamente no se marcan con la 
técnica de TUNEL. Escala = 30 µm. E) Porcentaje de células apoptóticas, F) Ensayo de 
actividad mitocondrial, G) Actividad LDH. Los valores se expresan como la media ± 
SEM de 6 replicados de tres experimentos diferentes. Para el análisis estadístico 
usamos un ANOVA de una vía seguido de un test de Newman- Keuls. * p< 0.05; ** p< 
0.01; *** p< 0.001 cultivos tratados con rotenona vs control; +++ p< 0.001 cultivos PK-




















































































































































Figura 25. Efectos de la rotenona sobre la población de las células gliales de los 
cultivos WT y PK-KO. Después de 7 DIV, las células se trataron con rotenona (0.05 µM 
and 0.1 µM) durante 5 h). A) Imágenes de células de microglía (células teñidas con 
isolectina B4+). Escala = 30 µm. B) Número de células de microglia presentes en el cultivo. 
C) Imágenes de los astrocitos (GFAP+). Escala = 30 µm. D) Área de astrocitos en los 
cultivos. Los valores se expresan como la media ± SEM de 6 replicados de tres 
experimentos diferentes. Para el análisis estadístico usamos un ANOVA de dos vías (la 
interacción entre genotipo y tratamiento fue p< 0.01) seguido de un test de Bonferroni. ** p< 
0.01, *** p< 0.001 cultivos tratados con rotenona vs control. ++ p< 0.01; +++ p< 0.001 


























































































4.3 Estudio de las posibles rutas implicadas en los efectos tóxicos inducidos 
por la rotenona. 
 
4.3.1 La activación de las vías de la ciclooxigenasa (COX) y de la óxido nítrico 
sintasa (NOS) no están involucradas en los efectos tóxicos inducidos por la rotenona. 
Las células de la microglía y de la astroglía liberan una variedad de productos 
citotóxicos como citoquinas, ROS y óxido nítrico, los cuales pueden ser tóxicos para las 
neuronas DAérgicas (Przedborski et al., 1996; Hirsch et al., 1999; Wu et al., 2002). 
Entre los compuestos liberados por la glía destaca el NO, cuyo papel deletéreo en la 
EP es sustentado por múltiples evidencias en modelos experimentales así como por datos 
obtenidos de estudios postmorten (Przedborski et al., 1996; Rodríguez-Martín et al., 2000; 
Canals et al., 2001b; Canals et al., 2001a; Rodríguez-Martín et al., 2002; Wu et al., 2002; 
Canals et al., 2003a; Canals et al., 2003b). Como hemos descrito previamente, el NO ejerce 
efectos neurotóxicos cuando existe una excesiva producción, reaccionando con radicales 
superóxido y formando el anión peroxinitrito que actúa como potente agente oxidante; inhibe 
la cadena respiratoria mitocondrial y rompe la homeostasis celular. Tanto el estrés oxidativo 
como la inhibición de la cadena respiratoria mitocondrial se observa en la substantia nigra 
de pacientes con EP (Konradi et al., 1989; Mizuno et al., 1989; Schapira et al., 1990). In 
vitro, la enzima óxido nítrico sintasa inducible (NOSi) se expresa en astrocitos y en células 
de microglía (Simmons and Murphy, 1994). En la EP la densidad de células gliales 
productoras de NO está significativamente incrementada (Hunot et al., 1996; Good et al., 
1998). Dada la amplia descripción del efecto deletéreo del NO sobre las neuronas, es 
posible especular que la inducción de NOS en células de la glía de la substantia nigra en 
pacientes con EP pueda participar en la muerte neuronal.  
Para estudiar ambas vías usamos inhibidores de las mismas: N-nitro-L-arginina metil 
ester (L-NAME, 1 mM) que inhibe la NOS e indometacina (5 y 15 µM) que inhibe la COX. 
Para inhibir ambas enzimas hacemos un pretratamiento previo (30 min) del cultivo con los 
inhibidores antes del tratamiento con la rotenona. 
Al realizar estudios de viabilidad en los cultivos PK-KO tratados con rotenona 0.05 
µM durante 5 horas, valorando el número de células TH+ mediante técnicas 
inmunocitoquímicas y haciendo ensayos para valorar la actividad de la cadena de transporte 
mitocondrial (MTT), vemos que ninguno de los dos inhibidores protege de la muerte de las 
neuronas DAérgicas (Fig 26 A, C). Al valorar el porcentaje de células apoptóticas, vemos 
que tampoco protegen de la muerte inducida por la rotenona (Fig. 26 B). Además, los 
inhibidores no protegen de la proliferación de la población astrocitaria (Fig. 26 D) y tampoco 
previenen el aumento de las células de microglía presentes en el cultivo (Fig. 26 E). En 




Figura 26. Los inhibidores de las rutas de la COX y de la NOS no protegen de la 
toxicidad inducida por la rotenona en los cultivos PK-KO. Después de 7 DIV, las células 
se trataron con rotenona 0.05 µM durante 5 h; 30 minutos antes del tratamiento añadimos 
los inhibidores indometacina (15 µM), o L-NAME (1 mM). A) Efectos sobre las neuronas 
DAérgicas. B) Porcentaje de células apoptóticas. C) Ensayo de MTT. D) Área de astrocitos 
en el cultivo. E) Porcentaje de células de microglía. Los valores se expresan como la media 
± SEM de 6 replicados de tres experimentos diferentes. Para el análisis estadístico usamos 
un ANOVA de una vía seguido de un test de Newman-Keuls. ** p< 0.01, *** p< 0.001 
cultivos tratados con rotenona vs control; ^ p< 0.05, ^^^ p< 0.001 cultivos tratados con los 




4.3.2 La inactivación de la Nicotiamida-Adenina Dinucleotido fosfato  (NADPH) 
oxidasa protege a las neuronas DAérgicas de la muerte inducida por la rotenona en 
los cultivos PK-KO. 
Algunos autores han descrito que uno de los principales efectos tóxicos de la 
rotenona viene dado al promover la liberación del anión superóxido al medio extracelular 
catalizada por la enzima NADPH oxidasa en la microglía (Gao et al., 2002; Gao et al., 
2003b; Zoccarato et al., 2005). Para estudiar el posible papel de esta vía en nuestro modelo 






















































































































































































apocinina (0.5 mM). Vemos que el tratamiento previo con la apocinina (30 min. antes de 
tratar el cultivo con rotenona), protege completamente a las neuronas DAérgicas de la 
muerte inducida por la rotenona, tanto al valorar la viabilidad de las neuronas DAérgicas 
presentes en el cultivo PK-KO, cuantificando el número de células TH+ (Fig. 27 A), como al 
valorar la funcionalidad de las mismas mediante una captación de 3H-DA en el cultivo PK-
KO (Fig. 27 B). Vemos que también ejerce un efecto protector sobre la viabilidad general de 
cultivo PK-KO al hacer un ensayo de MTT (Fig. 27 E). Además, la apocinina previene 
totalmente la activación de la microglía (Fig. 27 C) y, casi totalmente, la muerte celular  




Figura 27. La inactivación de la NADPH oxidasa protege a las neuronas DAérgicas de 
la muerte inducida por la rotenona en los cultivos PK-KO. Después de 7 DIV, las células 
se trataron con rotenona 0.05 µM durante 5 h; 30 minutos antes del tratamiento añadimos la 
apocinina (inhibidor de la NADPH oxidasa), 0.5 mM. A) Efecto sobre las células TH+. B) 
Captación de 3H-DA. C) Número de células de microglía. D) Porcentaje de células 
apoptóticas. E) Ensayo de MTT. Los valores se expresan como la media ± SEM de 6 
replicados de tres experimentos diferentes. Para el análisis estadístico usamos un ANOVA 
de una vía seguido de un test de Newman-Keuls. * p< 0.05, *** p< 0.001 cultivos tratados 
con rotenona vs control; ^ p< 0.05, ^^ p< 0.01, ^^^ p< 0.001 cultivos tratados con el inhibidor 















































































































































































4.3.3 Estudio de las vías de las MAPK. 
En los modelos de neurotoxicidad en los que se produce una activación de la 
microglía, se ha postulado que juegan un  papel importante las vías de la p-38 MAPK y de p- 
ERK ½ MAPK. Para confirmar este supuesto, hacemos un pretratamiento, 30 minutos antes 
de tratar con rotenona, con inhibidores específicos de la p38 MAPK, SB 20358 (10 y 20 µM) 
y de MEK, PD 98059 (5, 15 y 20 µM). Haciendo estudios de viabilidad (MTT) y de necrosis 
celular (LDH), vemos que ninguno de los inhibidores protege de la muerte celular inducida 
por la rotenona (Fig. 28) e incluso el tratamiento con el inhibidor de la p-38 MAPK 
incrementó la muerte inducida por la rotenona. 
 
 
Figura 28. Papel de la vía de las MAPK en la muerte inducida por rotenona en los 
cultivos PK-KO. Después de 7 DIV, las células se trataron con DEA/NO 400 µM durante 24 
h, 30 minutos antes del tratamiento añadimos los inhibidores de MEK-1/2, PD 98059 (20 
µM), o el inhibidor de la p38 MAPK, SB 20358 (20 µM). A) Ensayo de actividad mitocondrial. 
B) Actividad LDH. Los valores se expresan como la media ± SEM de 6 replicados de tres 
experimentos diferentes. Para el análisis estadístico usamos un ANOVA de una vía seguido 
de un test de Newman- Keuls. *** p< 0.001 cultivos tratados con rotenona vs control. ^ p< 
0.05; ^^ p< 0.01; ^^^ p< 0.001 cultivos tratados con los inhibidores + rotenona vs cultivos 




4.3.4 Implicación de la vía de las caspasas. 
 En pacientes parkinsonianos se han detectado signos de daño oxidativo sobre las 
neuronas DAérgicas lo que sugiere que el estrés oxidativo juega un papel muy importante 
en la EP (Beal, 2001; Dauer and Przedborski, 2003; Jenner, 2003). En nuestros estudios 
previos con donadores de óxido nítrico hemos visto la importancia que tiene la ruta de las 














































































previamente, las células de la glía liberan NO por lo que nos pareció interesante estudiar el 
papel que juega la ruta de las caspasas en este modelo.   
Para estudiar la posible implicación de la vía de las caspasas en la muerte inducida 
por la rotenona sobre los cultivos PK-KO, usamos el inhibidor de amplio espectro de la ruta 
de las caspasas (Boc-D-FMK 30 µM) que añadimos al cultivo treinta minutos antes del 
tratamiento con rotenona.  Vemos, mediante estudios inmunocitoquímicos, que la adición 
del inhibidor protege, parcialmente, de la muerte apoptótica inducida por la rotenona sobre 
los cultivos PK-KO tanto al valorar las células TUNEL+ (Fig. 29 A) como al cuantificar el 
porcentaje de células apoptóticas marcadas con bis- benzimida (Fig. 29 B). Además, 
podemos ver la protección que ejerce el inhibidor al hacer un ensayo de MTT (Fig. 29 C). 
Por otro lado, vemos que el inhibidor no protege de la muerte que se produce por necrosis al 
hacer un estudio de citotoxicidad en el cultivo PK-KO (Fig. 29 D).  
 
Figura 29. Papel de la vía de las caspasas en la muerte inducida por rotenona en los 
cultivos PK-KO. Después de 7 DIV, las células se trataron con rotenona 0.05 µM durante 
24 h., 30 minutos antes del tratamiento añadimos el inhibidor de amplio espectro de la vía 
de las caspasas, Boc-D-FMK (30 µM). A) Porcentaje de células apoptóticas valoradas con la 
técnica de TUNEL. B) Porcentaje de células apoptóticas valoradas mediante la tinción con 
bis-benzimida. C) Ensayo de actividad mitocondrial. D) Actividad lactato deshidrogenasa. 
Los valores se expresan como la media ± SEM de 6 replicados de tres experimentos 
diferentes. Para el análisis estadístico usamos un ANOVA de una vía seguido de un test de 
Newman- Keuls. * p< 0.05; ** p< 0.01; *** p< 0.001 cultivos tratados con rotenona vs control. 






























































































































4.4  La inhibición de la activación de la microglía protege de la muerte celular 
inducida por rotenona. 
La neurodegeneración de las células DAérgicas inducida por la rotenona se asocia 
tanto a la inhibición que produce sobre el complejo I de la cadena respiratoria mitocondrial 
como a la activación de las células de microglía que parece que lleva asociada. En nuestro 
modelo hemos visto que el tratamiento con rotenona conlleva un aumento de las células de 
microglía en el cultivo. Para conocer la importancia de este fenómeno procedimos a inhibir 
la activación de la microglía.  
Para inactivar la microglía se utilizó minociclina 20 µM (Wu et al., 2002). La 
minociclina es una tetraciclina que tiene efectos antiinflamatorios y bloquea la activación de 
la microglía en respuesta a neurotóxicos como el 1-metil-4-fenil-1, 2,3,6 tetrahidropiridina 
(MPTP), lipopolisacárido (LPS), etc (Yrjanheikki et al., 1999). Al realizar técnicas 
inmunocitoquímicas para valorar la supervivencia de las neuronas DAérgicas, la apoptosis 
que se produce en el cultivo y la cantidad de células gliales (microglía y astroglía) vemos 
que, con la inactivación de la microglía, añadiendo el inhibidor 30 minutos antes de hacer el 
tratamiento con la rotenona, se previene totalmente la muerte de las neuronas DAérgicas y 
la apoptosis del cultivo procedente de ratones PK-KO (Fig. 30 A, B, C, D). Además, el 
inhibidor bloquea el incremento de las células de microglía (Fig. 30 F) pero no previene del 
incremento de la población astrocitaria (Fig. 30 E).  
Vemos que la minociclina parece ser un agente neuroprotector importante en la 
























Figura 30. La minociclina previene la muerte celular inducida por dosis bajas de 
rotenona en cultivos PK-KO. Después de 7 DIV, las células se trataron con rotenona 
0.05 µM durante 5 h; 30 minutos antes del tratamiento añadimos la minociclina (20 
µM). A) Imágenes de las neuronas DAérgicas. B) Imágenes de los núcleos teñidos con 
bis-benzimida. C) Número de neuronas DAérgicas. D) Porcentaje de las células 
apoptóticas en el cultivo. E) Área de astrocitos en el cultivo. F) Número de células de 
microglía. Los valores se expresan como la media ± SEM de 6 replicados de tres 
experimentos diferentes. Para el análisis estadístico usamos un ANOVA de dos vías 
(la interacción entre genotipo y tratamiento fue p< 0.001)  seguido de un test de 
Bonferroni. *** p< 0.001 cultivos tratados con rotenona vs control; + p< 0.05, +++ p< 
0.001 cultivos PK-KO vs WT. ^ p< 0.05, ^^^ p< 0.001 cultivos tratados con minociclina 






































































































































































4.5 La adición de microglía PK-KO a los cultivos neuronales WT  incrementa la 
muerte de las neuronas DAérgicas inducida por dosis bajas de rotenona. 
Queremos saber si la microglía PK-KO tiene un papel central en la toxicidad inducida 
por la rotenona sobre los cultivos PK-KO. Para estudiar el papel de la microglía añadimos 
una densidad de células de microglía PK-KO determinada sobre un cultivo WT. La adición 
de microglía PK-KO (1.2 x 104 células) en un cultivo mesencefálico WT hace que la 
rotenona, a una dosis (0.05 µM) que no es tóxica para las neuronas del cultivo WT, aumente 
significativamente la neurodegeneración de las neuronas DAérgicas (Fig. 31). Hacemos un 
ensayo inmunocitoquímico usando un anticuerpo anti-TH para identificar las neuronas 
DAérgicas. Al valorar el número de células TH+ con sus prolongaciones vemos que el 
número de estas neuronas disminuye significativamente respecto al control (Fig. 31 A). Este 
efecto lo pudimos apreciar también al valorar la actividad de las neuronas DAérgicas 
haciendo una captación de 3H-DA (Fig. 31 B). 
Con estos resultados podemos decir que la microglía PK-KO juega un papel 
fundamental en la toxicidad de la rotenona sobre los cultivos mesencefálicos enriquecidos 
en neuronas. Dosis de rotenona que no son tóxicas en cultivos neuronales WT inducen 
degeneración de las neuronas DAérgicas en presencia de microglía de ratones PK-KO.   
 
Figura 31. La adición de microglía PK-KO induce la muerte de las neuronas DAérgicas 
en un cultivo WT al tratarlo con dosis no tóxicas de rotenona. Después de 6 días “in 
vitro”, a los cultivos WT se les añadieron 1.2 x 104 células de microglía/ pocillo, 24 h 
después, las células se trataron con rotenona 0.05 µM durante 5 h. A) Número de células 
DAérgicas con prolongaciones. B) Captación de 3H-DA. Los valores se expresan como la 
media ± SEM de 6 replicados de tres experimentos diferentes. Para el análisis estadístico 
usamos un ANOVA de una vía seguido de un test de Newman- Keuls. ** p< 0.01, *** p< 





























































































5. MODELO “IN VIVO”: EFECTOS DE LA CINARIZINA, UN ANTAGONISTA DEL 
CALCIO QUE PRODUCE PARKINSONISMO EN HUMANOS, SOBRE LOS RATONES 
MUTANTES PARA EL GEN PARK-2. 
 
5.1 Efectos de la cinarizina sobre el consumo de agua, comida y  peso de los 
ratones. 
El parkinsonismo inducido por drogas tales como antipsicóticos, antagonistas de los 
canales de calcio, antiarrítmicos, litio, estrógenos, etc., suele ser bastante frecuente (Tarsy, 
1989; Jimenez-Jimenez et al., 1997; Van Gerpen, 2002). El parkinsonismo inducido por los 
antagonistas de calcio sigue siendo un gran problema médico en algunos países en los que 
se usan normalmente esos compuestos que producen déficit irreversible en más de 1/3 de 
los pacientes (Garcia-Ruiz et al., 1992b). 
La cinarizina es una antagonista de calcio que se usa en los tratamientos de vértigo y 
dolores de cabeza que produce parkinsonismo persistente después de una administración 
oral en monos sanos (Garcia-Ruiz et al., 1992a), lo que sugiere que algunos antagonistas 
de los canales de calcio pueden producir parkinsonismo, dependiente de la dosis usada, en 
monos sanos. De todos modos, el riesgo de sufrir parkinsonismo como consecuencia del 
tratamiento con ciertas drogas es mucho mayor en individuos con predisposición genética, 
debido a la existencia de casos familiares (Garcia-Ruiz et al., 1992b), lo que nos indica que 
la posesión de factores genéticos de riesgo incrementa el riesgo de padecer Parkinson en 
ciertos individuos como consecuencia del tratamiento con ciertas drogas. 
 En nuestro modelo de ratones knock out para el gen park-2 hemos descrito que 
tienen el metabolismo de la DA alterado (Itier et al., 2003). Para ver si hay alguna relación 
entre estas alteraciones en la liberación de la DA observada en estos ratones y el calcio, 
vamos a estudiar el efecto que produce la cinarizina, un antagonista de calcio, en los 
ratones PK-KO. 
Los ratones PK-KO adultos (14 meses) pesan significativamente menos que los WT 
(Itier et al., 2003; Palacino et al., 2004), aunque se comportan, comen y ganan peso 
normalmente. El tratamiento con cinarizina no produce ningún cambio significativo en la 
ganancia de peso durante el experimento (Fig. 33 A), ni en el consumo de comida ni de 
bebida. Todos los ratones usados en el experimento tenían un comportamiento normal pero 
todos los ratones PK-KO tratados con cinarizina desarrollaron áreas de alopecia (Fig. 32)  


























Figura 32. Fotografía de un ratón control WT (A) y un knock-out para el gen park-2 tratado 





5.2 Efectos de la cinarizina sobre el comportamiento. 
Al finalizar el experimento, los ratones WT y PK-KO, tanto controles como tratados 
con cinarizina, no presentaron ningún cambio significativo en el incremento del peso 
corporal. Al estudiar la actividad locomotora de los ratones vemos que los ratones PK-KO 
tratados con cinarizina sufrieron un descenso considerable de la actividad locomotora 
respecto a los ratones PK-KO controles (Fig. 33 B) y mucho más importante si los 
comparamos con los ratones WT tratados con cinarizina. Estos datos sugieren que, en las 
condiciones en las que hicimos el experimento, la cinarizina no tiene un efecto aparente en 
los ratones WT pero si en los ratones PK-KO, que tienden a reducir su actividad locomotora, 







Figura 33. Efecto de la cinarizina sobre el peso corporal y la actividad motora de los 
ratones WT y PK-KO. Los valores se expresan como la media ± SEM (n = 6 animales por 
grupo experimental). El análisis estadístico utilizado fue un ANOVA de una vía seguido de 
un test Newman-Keuls. *** p<0.001 ratones tratados con cinarizina vs sus respectivos 




5.3 Efecto de la cinaricina sobre el metabolismo de las monoaminas. 
Los niveles de DA, como ya habíamos descrito (Itier et al., 2003), no están reducidos 
en ninguna de las áreas del cerebro de los ratones PK-KO; por el contrario, en el estriado 
tienen unos niveles mayores que los WT aunque no llegan a ser significativos (Tablas 3, 4 y 
5). Del mismo modo, los niveles de DOPAC, metabolito de la DA por efecto de la actividad 
del enzima MAO-B, están incrementados en el estriado y el sistema límbico de los ratones 
PK-KO y el tratamiento con cinarizina prácticamente revierte ese cambio. El 3- MT está 
aumentado en los ratones PK-KO, tanto en los controles como en los ratones tratados con 
cinarizina. Los ratones PK-KO también tienen mayores niveles de ácido homovanílico 
(HVA). Estos datos confirman, como se describió previamente (Itier et al., 2003), que los 
ratones PK-KO tienen mayores niveles de DA y sus metabolitos, lo que sugiere alguna 
anomalía en el sistema de liberación. El tratamiento con cinarizina revierte parte de estos 
cambios confirmando también que la cinarizina tiene algún efecto de depleción en el sistema 
DAérgico (Mena et al., 1995). 
Por otro lado, en los ratones PK-KO observamos un incremento de NA en todas las 
áreas cerebrales estudiadas, y el tratamiento con cinarizina acentúa esos cambios. El 5- HT 
está reducido en los ratones WT tratados con cinarizina y no vemos ningún cambio en los 
ratones PK-KO. Los niveles de 5- HIAA están aumentados en el sistema límbico de los 
ratones PK-KO, tanto tratados con cinarizina como en controles; también hay un aumento 



















































de este metabolito, aunque menos pronunciado, en el resto de áreas cerebrales. Así, el 
tratamiento con cinarizina, junto con la supresión de la proteína parkina, hace que se 

























































Tabla 3. Metabolismo de las monoaminas en el sistema límbico de ratones WT y 
PK-KO. Los resultados están expresados en ng por g de tejido y como porcentaje 
respecto al control. Los valores se expresan como la media ± SEM (n = 6 animales por 
grupo experimental). El análisis estadístico utilizado fue un ANOVA de 1 vía seguido 
de un t-test de Student. * p<0.05; ratones tratados con cinarizina vs. control. + p<0.05; 
++ p<0.01 ratones PK-KO vs. sus respectivos ratones WT. ∆ p<0.05 ratones PK-KO 














































HVA 558±19.9 100% 625±45 112% 667±28+ 119% 607±29.6 109% 
NA 252±11.6 100% 255±7.9 101% 315±12.6 
++ 
125% 
























Tabla 4. Metabolismo de las monoaminas en el estriado de ratones WT y PK-KO. 
Los resultados están expresados en ng por g de tejido y como porcentaje respecto al 
control. Los valores se expresan como la media ± SEM (n = 6 animales por grupo 
experimental). El análisis estadístico utilizado fue un ANOVA de 1 vía seguido de un t-
test de Student. * p<0.05; ratones tratados con cinarizina vs. control. + p<0.05; ++ 
p<0.01 ratones PK-KO vs. sus respectivos ratones WT. ∆∆ p<0.01 ratones PK-KO 
































HVA 99±10 100% 118±10 119% 115±2 116% 128±14 ∆ 129%  























Tabla 5. Metabolismo de las monoaminas en el cerebro medio de ratones WT y 
PK-KO. Los resultados están expresados en ng por g de tejido y como porcentaje 
respecto al control. Los valores se expresan como la media ± SEM (n = 6 animales por 
grupo experimental). El análisis estadístico utilizado fue un ANOVA de 1 vía seguido 
de un t-test de Student.. ∆ p<0.05 ratones PK-KO tratados con cinarizina vs. ratones 




En un estudio previo, hemos descrito que la supresión de la actividad de la parkina 
modifica la liberación de DA, incrementando su metabolismo autooxidativo por la vía de 
MAO-B, que convierte cada molécula de DA en una molécula de H2O2 (Itier et al., 2003). La 
actividad de este sistema metabólico se podría estimar midiendo la relación DOPAC/DA. En 
la figura 33 confirmamos que la relación DOPAC/DA es mayor en el sistema límbico de los 
ratones PK/KO. También es mayor en el estriado pero la diferencia no es significativa. El 
tratamiento con cinarizina reduce significativamente esa relación en el sistema límbico de 
 97
los ratones PK-KO, mientras que no observamos ningún decremento en los ratones WT 
(Figura 34 A). 
En relación con el metabolismo de 5-HT, que tiene lugar fundamentalmente a través 
de la enzima MAO- A, la ausencia de la actividad de la parkina junto con el tratamiento con 
cinarizina aumenta el metabolismo de esta vía (Fig. 34 B). Con respecto a la 
compartimentalización de las vías metabólicas de la DA, vía MAO (intracelular) y vía COMT 
(extracelular), podemos estimarla haciendo un cociente DOPAC/3-MT. Vemos que la 
supresión de la parkina incrementa el metabolismo vía MAO y el tratamiento con cinarizina 





Figura 34. Efectos de la cinarizina sobre las actividades MAO y COMT en ratones WT y 
PK-KO. Los valores se expresan como la media ± SEM (n = 6 animales por grupo 
experimental). El análisis estadístico utilizado fue un ANOVA de una vía seguido de un test 
Newman-Keuls. * p<0.05; ** p<0.01 ratones tratados con cinarizina vs sus respectivos 

























































































5.4 Efectos de la cinarizina sobre el metabolismo de GSH. 
En un estudio previo hemos descrito que los ratones PK-KO tienen mayores niveles 
de GSH que los WT, lo que podría ser un mecanismo de compensación frente a la gran 
cantidad de radicales libres que se derivan de la autooxidación de la DA vía MAO (Itier et al., 
2003). En este estudio confirmamos que, en el estriado de los ratones PK-KO, hay unos 
niveles significativamente mayores de GSH (Fig. 35). El tratamiento con cinarizina aumenta 
los niveles de GSH en el estriado de los ratones PK-KO aunque la diferencia no es 
significativa. No observamos ningún cambio en el estriado de los ratones WT al tratarlos con 
cinarizina. 
Mediante estudios por Western Blot analizamos los efectos de la cinarizina sobre la 
expresión de marcadores neuronales y gliales y sobre la expresión de marcadores de 



















Figura 35. Efecto de la cinarizina sobre marcadores de estrés oxidativo en el estriado 
de ratones WT y PK-KO. Los valores se expresan como la media ± SEM    (n = 6 animales 
por grupo experimental). El análisis estadístico utilizado fue un ANOVA de 1 vía seguido de 




5.5 Efectos de la cinarizina sobre la expresión de marcadores neuronales y 
gliales. 
La cinarizina produce un aumento, aunque no es significativo, de la expresión de la 
TH en el estriado de los ratonas WT, mientras que en las ratonas PK-KO no observamos 
ningún efecto (Fig. 36 A). Vemos que las ratonas PK-KO tienen una expresión menor de TH 
en el estriado y que la cinarizina no afecta dicha expresión. 





















La expresión de β-tubulina, una proteína que forma parte del citoesqueleto celular, 
no difiere entre el estriado de los ratones PK-KO y el de los WT y no se ve incrementada 
con el tratamiento con cinarizina (Fig. 36 B) en ninguno de los ratones. Se observa una 
tendencia a incrementarse la expresión de la tubulina y puede ser debido a que esa proteína 
es sustrato de la parkina y se cree que la supresión de la actividad de esta última conlleva 
un incremento de los niveles de tubulina (Ren et al., 2003). La expresión de un marcador 
específico de neuronas, como es la enolasa, no varía entre ratones WT y PK-KO y tampoco 
varía con el tratamiento con cinarizina (no mostrado). 
El tratamiento con cinarizina, junto con la ausencia de actividad parkina, si tiene un 
efecto importante sobre la expresión de los marcadores gliales. Así, los niveles de GFAP, un 
marcador de astroglía, están reducidos en los ratones PK-KO y esa disminución se ve 
incrementada con el tratamiento con cinarizina en todas las regiones estudiadas (Fig. 37 A, 
B y C). La cinarizina también reduce la expresión de marcadores de microglía (OX6) tanto 
en el estriado como en el mesencéfalo de los ratones PK-KO pero no en el sistema límbico 




Figura 36. Expresión de marcadores neuronales en ratones controles y tratados con 
cinarizina. (A) WB representativo de tirosina hidroxilasa y (B) β-tubulina y sus histogramas 
correspondientes. Usamos β-actina como control de carga. Los valores se expresan como la 
media ± SEM (n = 6 animales por grupo experimental). El análisis estadístico utilizado fue un 
ANOVA de una vía seguido de un test Newman-Keuls. ++ p<0.01; +++ p<0.001 PK-KO vs 
sus respectivos ratones WT. 
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Figura 37. Expresión de marcadores gliales en ratones controles y tratados con 
cinarizina. (A) WB representativo de GFAP y (B) microglía activa (OX6) y sus 
histogramas correspondientes. Usamos β-actina como control de carga. Los valores se 
expresan como la media ± SEM (n = 6 animales por grupo experimental). El análisis 
estadístico utilizado fue un ANOVA de una vía seguido de un test Newman-Keuls.  
* p<0.05; *** p<0.001 ratones tratados con cinarizina vs sus respectivos controles;  
+ p<0.05; ++ p<0.01 PK-KO vs sus respectivos ratones WT. 
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5.6 Efecto de la cinarizina sobre la expresión de marcadores de supervivencia y 
muerte celular. 
La relación de la expresión de las proteínas BclxL/S se considera un índice de 
actividad pro- apoptótica ya que BclxL es un marcador que nos indica supervivencia celular y 
BclxS es un marcador de muerte celular. En los ratones PK-KO hay una disminución de los 
niveles de BclxL/S en todas las regiones estudiadas aunque no es significativa salvo en la 
región del mesencéfalo (Fig. 38 A, B y C). Además, el tratamiento con cinarizina incrementa, 
en los ratones PK-KO, la actividad pro- apoptótica en todas las regiones estudiadas. Este 
efecto sólo se observa en el mesencéfalo de los ratones WT. Los efectos pro-apoptóticos de 
la cinarizina sobre los ratones PK-KO se confirman al observar unos niveles mayores de 
otra proteína pro-apoptótica, la proteína Bax, en todas las regiones estudiadas (no 
mostrado). 
Estos resultados nos indican que la cinarizina podría inducir una muerte celular 
selectiva en regiones DAérgicas de ratones con especial susceptibilidad genética como son 
los ratones PK-KO. 
 
Figura 38. Expresión de marcadores de muerte celular en ratones controles y tratados 
con cinarizina. (A) WB representativo de proteínas BclxL/S. Los valores representan el 
cociente BclxL/S en estriado, (B) mesencéfalo y  (C) sistema límbico. Los valores se 
expresan como la media ± SEM (n = 6 animales por grupo experimental). El análisis 
estadístico utilizado fue un ANOVA de una vía seguido de un test Newman-Keuls. * p<0.05; 
** p<0.01 ratones tratados con cinarizina vs sus respectivos controles; + p<0.05; ++ p<0.01; 
+++ p<0.001 PK-KO vs sus respectivos ratones WT.   
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1. Efectos diferenciales de la L-DOPA sobre el metabolismo de las monoaminas, la 
supervivencia celular y la producción de GSH de los cultivos enriquecidos en 
neuronas de ratones WT y PK-KO. 
 Este estudio demuestra que los cultivos mesencefálicos enriquecidos en neuronas 
procedentes de fetos E13 de ratones PK-KO son resistentes a la neurotoxicidad inducida 
por la L-DOPA que se produce en los cultivos neuronales procedentes de ratones WT. 
 Está descrito que la L-DOPA y las catecolaminas son factores críticos en la 
supervivencia y diferenciación de las células DAérgicas y que los efectos de la L-DOPA 
sobre las neuronas DAérgicas “in vivo” e “in vitro” pueden ser neurotróficos o neurotóxicos 
dependiendo del estado redox de las células (Mena et al., 1997). La L-DOPA es  tóxica, a 
concentraciones relativamente bajas, en cultivos neuronales enriquecidos en neuronas 
(Mena et al., 1993; Mytilineou et al., 1993; Pardo et al., 1993) y, a dosis altas, al tratar 
cultivos de células NB69 procedentes de neuroblastoma humano en presencia de suero 
fetal (Mena et al., 1992). Por otro lado, observamos que la L-DOPA tiene efectos 
neurotróficos en otras condiciones experimentales como, por ejemplo, al tratar los cultivos 
de células NB69 en un medio definido sin suero (Rodríguez-Martín et al., 2001), en cultivos 
neuronales mesencefálicos a los que añadimos medio condicionado de glía (Mena et al., 
1996; Mena et al., 1997) o en cocultivos neurona- astrocitos corticales (Mena et al., 1997; 
Mena et al., 2002).  
En este trabajo vemos que los efectos neurotróficos o neurotóxicos de la L-DOPA no 
dependen únicamente de las condiciones en las que cultivamos las células sino también del 
fondo genético de las células. Las células procedentes de ratones mutantes para la proteína 
parkina son resistentes a la toxicidad inducida por la L-DOPA. Una reducción en los niveles 
endógenos de la proteína parkina hace que las células gliales sean más susceptibles a la 
muerte celular inducida tanto por el estrés producido por la DA como por el H2O2, pero no 
tiene ningún efecto sobre la muerte inducida por estaurosporina (MacCormac et al., 2004). 
Por otro lado, Ledesma (2002) ha descrito que se produce un aumento de la expresión de la 
proteína parkina en astrocitos durante el estrés producido por un mal plegamiento de las 
proteínas celulares. 
  La L-DOPA es el tratamiento más efectivo para pacientes parkinsonianos y el 
tratamiento con L-DOPA en animales de experimentación con lesiones que conllevan la 
denervación del estriado es capaz de inducir distintos efectos compensatorios (Murer et al., 
1998; Datla et al., 2001; Ferrario et al., 2004). Además, la administración de L-DOPA 
acelera la recuperación funcional y el crecimiento axonal después de producirse una sección 
del cordón neural (Doyle and Roberts, 2004). 
 La determinación del mecanismo por el cual la L-DOPA ejerce sus efectos 
neurotróficos es importante y nuestros datos sugieren que no está mediado por las vías de 
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señalización de las MAPK ni de la PI3K. Así, la L-DOPA puede producir efectos 
neurotróficos a través de la regulación de los sistemas de detoxificación de las especies 
reactivas de oxígeno. El GSH juega un papel fundamental en dicha protección (Meister, 
1988; Makar et al., 1994; Mena et al., 2002) y detoxifica el H2O2 que se produce en el 
metabolismo de la DA por la MAO (Werner and Cohen, 1993). Además, está descrito que la 
L-DOPA incrementa la síntesis de GSH en humanos (Toghi et al., 1995) y en cultivos “in 
vitro” (Han et al., 1996; Mena et al., 1997; Mena et al., 1998). Vemos que la L-DOPA 
produce un incremento de los niveles intracelulares de GSH. Han (1996) describió que la L- 
DOPA produce un incremento de los niveles de GSH en cultivos fetales mesencefálicos de 
ratas, en una línea de neuroblastoma de ratón, en neuroblastoma humano y en glía 
procedente de ratas. Además, la administración crónica de L-DOPA induce la 
sobreexpresión génica de un factor de crecimiento (pleiotropina), de mielina y de 
calmodulina en el estriado denervado de ratas lesionadas con 6-hidroxidopamina (Ferrario 
et al., 2004). 
 Las neuronas DAérgicas son más sensibles al estrés oxidativo debido a que están 
sometidas a un mayor estrés inducido por las especies reactivas de oxigeno producidas 
durante el metabolismo de la DA. El GSH es una molécula antioxidante que puede reducir 
los radicales libres. En los ratones PK-KO observamos unos niveles intracelulares mayores 
de GSH que en los ratones WT lo que se puede considerar un mecanismo de compensación 
frente al mayor estrés oxidativo al que están sometidos estos ratones. Esta afirmación se 
confirma porque la depleción de GSH con inhibidores de la síntesis de GSH suprime la 
protección frente al estrés oxidativo de los cultivos procedentes de ratones PK-KO. 
 Los ratones mutantes para el gen de la parkina se caracterizan porque tienen una 
denervación nigroestriatal, como demuestra el que tengan reducidos los niveles del 
transportador de DA (DAT) en el estriado (Itier et al., 2003) sin la existencia de una pérdida 
masiva neuronal en la sustancia nigra (Goldberg et al., 2003; Itier et al., 2003). Estos 
animales también presentan déficit mitocondriales (Palacino et al., 2004). Por esto, es muy 
probable que desarrollen sistemas más potentes de detoxificación de radicales libres 
respecto a los ratones salvajes. De hecho, existen evidencias que favorecen esta hipótesis 
como es la observación de unos niveles más altos de GSH en el estriado de estos ratones 
mutantes (Itier et al., 2003). 
 
2. Los cultivos procendentes de ratones PK-KO son resistentes a la toxicidad 
inducida por un donador de óxido nítrico (DEA/NO). 
Los donadores de  NO ejercen su acción a través de la liberación espontánea de NO. 
A altas concentraciones, el NO produce un efecto neurotóxico sobre las neuronas DAérgicas 
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(Canals et al., 2001a). La muerte celular inducida por DEA/NO se produce tanto por 
mecanismos apoptóticos como necróticos. 
 Nuestros resultados sugieren que el DEA/NO es tóxico en los cultivos WT (medido 
por la disminución de células TH+, el aumento de células apoptóticas, el incremento en la 
actividad LDH y la disminución de la captación de 3H-DA en el cultivo) pero no afecta a los 
cultivos PK-KO. 
 En los efectos neurotóxicos del NO juegan un papel muy importante los  mecanismos 
intracelulares de óxido-reducción, de modo que un ambiente reductor favorece la producción 
de radicales libres derivados del NO (Lipton et al., 1993; Smith et al., 1994). El NO reacciona 
con el anión superóxido y produce peroxinitrito que daña las proteínas por procesos de 
oxidación y nitración y de esa manera se inactiva la proteína TH (Ara et al., 1998; Kuhn et 
al., 1999). Así, la generación de NO y la consecuente formación de ONOO¯ contribuyen a la 
muerte de las neuronas DAérgicas. El GSH es el antioxidante endógeno más potente y 
bloquea el daño inducido por el NO (LaVoie and Hastings, 1999). 
 Observamos que los cultivos PK-KO tienen unos niveles intracelulares de GSH 
mayores que los que existen en los cultivos WT, por lo que debe existir un mecanismo de 
compensación que protege los cultivos PK-KO de los efectos tóxicos del DEA/NO. Así 
mismo, vemos que la depleción de GSH en el cultivo PK-KO suprime por completo esa 
protección. Esta afirmación se ve corroborada por el aumento de los niveles de GSNO en 
los cultivos PK-KO al tratar dicho cultivo con DEA/NO, que indica la acción de un 
mecanismo potente de compensación frente al daño inducido por el NO. 
 Los ratones PK-KO se caracterizan por tener unos niveles del transportador de DA 
menores en el estriado respecto a los WT (Itier et al., 2003) sin una pérdida clara de 
neuronas y con alteraciones en la liberación de DA en la sustancia nigra (Itier et al., 2003; 
Von Coelln et al., 2004; Serrano et al., 2005). Estos animales tienen deficits mitocondriales 
(Palacino et al., 2004) y, probablemente, desarrollan mecanismos de protección más 
potentes frente a los radicales libres que los ratones WT. Así, los niveles de GSH están 
incrementados en el estriado al igual que en los cultivos mesencefálicos fetales de ratones 
PK-KO (Itier et al., 2003; Casarejos et al., 2005; Serrano et al., 2005). El GSH es un factor 
crítico que regula los efectos neurotróficos o neurotóxicos de las catecolaminas y otros 
donadores de radicales libres (Mena et al., 1997; Mena et al., 1998; Canals et al., 2001b; 
Canals et al., 2001a; Rodríguez-Martín et al., 2001; Canals et al., 2003a; Canals et al., 
2003b; de Bernardo et al., 2003; Itier et al., 2003). De este modo, el incremento en los 
niveles y el metabolismo de las catecolaminas (que se produce en ratones PK-KO) 
conducen a un incremento de radicales libres que, en presencia de altos niveles de GSH, 
tiene un efecto neuroprotector en cultivos tanto de neuronas como de células de 
neuroblastoma humanas y de feocromocitoma de ratón (Mena et al., 1998; Mena et al., 
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2002). La inhibición de la síntesis de GSH suprime la neuroprotección generando una 
elevada neurotoxicidad. 
 En conclusión, los efectos diferenciales del NO en los cultivos WT y PK-KO se deben 
a un mecanismo dependiente del GSH y los compuestos derivados del mismo. La 
nitrosilación de la parkina en los cultivos WT debe afectar el sistema degradativo del 
proteasoma y esto contribuye a la agregación proteica y la inducción de muerte neuronal 
(Bence et al., 2001; Dawson and Dawson, 2003; Chung et al., 2004; Yao et al., 2004). 
 
3. Efectos de la rotenona, un inhibidor de la cadena respiratoria mitocondrial, en 
cultivos neuronales mesencefálicos primarios procedentes de ratones WT y PK-KO. 
Aunque la etiología de la enfermedad de Parkinson idiopática continúa sin 
conocerse, existen estudios epidemiológicos que nos muestran la existencia de factores de 
riesgo que posibilitan el desarrollo de la EP, tales como la vida rural, la calidad del agua 
consumida o la exposición a determinados pesticidas (Priyadarshi et al., 2001). De todos 
estos factores de riesgo, la exposición a pesticidas o insecticidas es la que implica una 
mayor correlación con un incremento en la incidencia de la EP (Gorell et al., 1998; Ritz and 
Yu, 2000; Herishanu et al., 2001).  
Betarbet (2000) describió que la administración crónica de un herbicida de uso 
común, la rotenona, producía la destrucción selectiva del sistema dopaminérgico 
nigrostriatal, la formación de inclusiones citoplasmáticas en las neuronas de la sustancia 
nigra y la inducción de hipocinesias y rigidez en ratas, reproduciendo las características de 
la EP en humanos. La muerte selectiva de las neuronas DAérgicas inducida por la rotenona 
se atribuye a la inhibición que produce este compuesto sobre el complejo I de la cadena 
respiratoria mitocondrial junto con la gran vulnerabilidad que sufren las neuronas DAérgicas 
al estrés oxidativo que se origina como consecuencia de la inhibición del complejo I de la 
cadena respiratoria mitocondrial (Greenamyre et al., 1999; Jenner, 2001). 
El análisis de las mitocondrias aisladas de pacientes que desarrollaron una EP 
idiopática nos muestra que tienen disminuida la actividad NADH-ubiquinona reductasa y el 
complejo I de la cadena respiratoria mitocondrial y  aumentada la producción de especies 
reactivas de oxígeno (Schapira, 1998). 
 Palacino (2004), en un modelo de ratón mutante para la proteína parkina, describió 
que estos ratones tienen disminuida la respiración mitocondrial, acompañada por cambios 
significativos en la fisiología de las mitocondrias. La reducción en la capacidad metabólica 
de la mitocondria está asociada con un incremento en la susceptibilidad a las ROS. La 
consecuencia de estas anomalías es que se detecta un aumento en los niveles de proteínas 
y lípidos oxidados en los cerebros de los ratones mutantes para el gen park-2. El daño 
oxidativo sobre los lípidos puede originar un incremento en los peróxidos lipídicos que 
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pueden producir un daño en el transportador de DA con la consecuente reducción en su 
actividad y el aumento de DA en el medio extracelular, incrementando el estrés oxidativo.   
Como hemos visto en nuestro modelo con ratones PK-KO, el estrés oxidativo 
generado por tóxicos como la L-DOPA o el DEA/NO es contrarrestado por un aumento en 
los niveles intracelulares de GSH que compensa la carencia de la proteína parkina 
(Casarejos et al., 2006; Solano et al., 2006). Al tratar los cultivos mesencefálicos primarios 
de los ratones PK-KO con rotenona vemos que el efecto tóxico de este compuesto es dosis 
y tiempo dependiente y que el tratamiento con rotenona (0.05 µM durante 24 h) produce un 
descenso en el número de células DAérgicas del cultivo PK-KO pero no en los cultivos WT. 
Gao (2002) describió que la rotenona a dosis de 25 nM disminuye significativamente el 
número de neuronas DAérgicas y la captación de alta afinidad para 3H-DA en un cultivo 
mesencefálico primario enriquecido en neuronas pero no se ve afectada la captación de 3H- 
GABA de forma significativa, lo que nos indica que el efecto de la rotenona es selectivo para 
las neuronas DAérgicas. En  nuestro modelo, al estudiar el efecto de la rotenona sobre la 
población neuronal no DAérgica presente en el cultivo vemos que la rotenona, en los 
cultivos PK-KO, si produce un efecto neurotóxico significativo y que la muerte se produce, 
mayoritariamente, por apoptosis. Estos datos nos indican que la inactivación del complejo I 
de la cadena respiratoria mitocondrial desencadena un estrés oxidativo muy fuerte en los 
ratones PK-KO que conlleva una neurotoxicidad muy elevada sobre las neuronas presentes 
en el cultivo mesencefálico primario procedente de ratones PK-KO pero no en los WT. 
La microglía son las células del sistema inmune residentes del cerebro (Kreutzberg, 
1996; Gonzalez-Scarano and Baltuch, 1999). En condiciones normales las células de 
microglía juegan un papel fundamental en la protección de las neuronas del cerebro. La 
activación de la microglía en respuesta a un antígeno conlleva la liberación, por parte de las 
células de microglía, de distintos factores proinflamatorios y neurotóxicos (Chao et al., 1992; 
Liu et al., 2000; McGuire et al., 2001). De todos los factores que libera la microglía, las 
especies reactivas de oxígeno y, en concreto, los superóxidos parece que juegan un papel 
fundamental en la inflamación originada por el daño oxidativo sobre las neuronas. Una de 
las mayores fuentes de superóxido es el enzima NADPH oxidasa microglial (Babior, 1999). 
Como el mesencéfalo es una de las áreas con mayor población de microglía (Lawson et al., 
1990; Kim et al., 2000), la activación de la microglía puede ser un suceso inicial en la 
degeneración de las neuronas DAérgicas presentes en la sustancia nigra como 
consecuencia de un conjunto de procesos que inducen un estrés oxidativo. Por eso, 
recientemente, hay varios estudios que demuestran que la activación de la microglía, 
indicador de la existencia de inflamación, juega un papel muy importante en la patogénesis 
de la EP (Vila et al., 2001; Liu and Hong, 2003). Gao (2003a) ha descrito la importancia que 
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tiene la NADPH oxidasa mitocondrial en la degeneración de las neuronas DAérgicas 
inducida por la rotenona. 
Al estudiar la población de las células gliales presentes en los cultivos de nuestro 
modelo, vemos que se produce un incremento espectacular en el número de células de 
microglía en los cultivos PK-KO tratados con rotenona, acompañado de un aumento de los 
astrocitos, que se corresponde con un aumento de la apoptosis del cultivo. En los cultivos 
procedentes de los ratones WT vemos que, a las dosis en las que la rotenona es tóxica para 
los cultivos, se produce un incremento de las células de microglía pero de un modo más 
moderado que lo que observamos en los cultivos PK-KO. Si tenemos en cuenta que la 
liberación de superóxidos inducida por la rotenona está mediada por la NADPH oxidasa 
(Gao et al., 2003a), llevamos a cabo la inhibición de esta enzima (con apocinina) y vemos 
que el efecto tóxico inducido sobre los cultivos PK-KO por el tratamiento con rotenona 
desaparece. Esto nos indica que, probablemente, la microglía PK-KO libera una cantidad 
mayor de superóxido que la WT, lo que confirmamos al añadir microglía PK-KO sobre un 
cultivo enriquecido de neuronas WT. Al tratar en estas condiciones el cultivo WT con dosis 
de rotenona que no son tóxicas en condiciones normales, vemos que se produce un efecto 
tóxico sobre las neuronas DAérgicas, tanto al medir número de neuronas DAérgicas como al 
valorar la funcionalidad de las mismas. 
Basándonos en el importante papel que juega la microglía en la toxicidad inducida 
por la rotenona, decidimos tratar los cultivos con inhibidores de la COX y de la NOS, ya que 
está descrito que los inhibidores de estas enzimas pueden modular la función de la 
microglía y la producción de citoquinas por parte de este grupo celular (Pyo et al., 1999; 
Choi et al., 2003b). En nuestro modelo, no vemos ningún efecto sobre la supervivencia de 
las neuronas DAérgicas en los cultivos PK-KO al usar los inhibidores de ambas enzimas. 
Si la microglía, al activarse como consecuencia del tratamiento con rotenona, 
produce un gran estrés oxidativo que conduce a la degeneración de las neuronas DAérgicas 
y producimos una inhibición de esa activación, deberíamos observar una disminución de la 
toxicidad inducida por la rotenona. Para inhibir la activación de la microglía usamos 
minociclina que es una tetraciclina que puede cruzar la barrera hematoencefálica (Zhu et al., 
2002; Domercq and Matute, 2004) y bloquea la proliferación de microglía. La minociclina 
tiene un efecto neuroprotector en modelos de isquemia cerebral (Yrjanheikki et al., 1998), 
esclerosis amiotrófica lateral (Zhang et al., 2003; McGeer and McGeer, 2005), enfermedad 
de Huntington (Chen et al., 2000; Bantubungi et al., 2005) y enfermedad de Parkinson (Du et 
al., 2001; Wu et al., 2002). Al inhibir la activación de la microglía con este antibiótico vemos 
que se produce una neuroprotección en los cultivos PK-KO frente al tratamiento con 
rotenona. De este modo, vemos que la degeneración de las neuronas DAérgicas inducida 
 109
por la rotenona es dependiente de la activación de la microglía y del consecuente 
incremento en la actividad de la NADPH oxidasa.      
 
4. Modelo “in vivo”: efectos de la cinarizina, un antagonista del calcio que produce 
parkinsonismo en humanos, sobre los ratones mutantes para el gen park-2. 
 El parkinsonismo inducido por drogas puede clasificarse en dos tipos: transitorio y 
persistente. El parkinsonismo transitorio hace referencia a una interacción farmacológica 
reversible como puede ser el bloqueo de los receptores de DA, la depleción de DA, etc. El 
parkinsonismo persistente es el que se genera por los efectos tóxicos de las drogas sobre el 
sistema DAérgico. Algunas drogas como los neurolépticos o los antagonistas de los canales 
de Ca2+ pueden producir un parkinsonismo transitorio en algunos pacientes y persistente en 
otros (Garcia-Ruiz et al., 1992a; Marti-Masso and Poza, 1998; Negrotti and Calzetti, 1999). 
El fenotipo clínico que se observa en los pacientes que sufren un parkinsonismo inducido 
por antagonistas de Ca2+ es diferente del que encontramos en la enfermedad de Parkinson 
idiopática (Garcia-Ruiz et al., 1992a; Marti-Masso and Poza, 1998). Los síntomas tales 
como la depresión, falta de motivación y ausencia de expresión facial son más frecuentes en 
el parkinsonismo inducido por los antagonistas de Ca2+ que en la EP idiopática. Estos datos 
sugieren que el papel del sistema DAérgico nigroestriatal es menos importante en el 
parkinsonismo inducido por los antagonistas de Ca2+, mientras que el sistema DAérgico 
mesolímbico parece que juega un papel central, de acuerdo con los fenómenos clínicos 
observados. 
 Se ha observado que el riesgo de padecer un parkinsonismo persistente tiene una 
base familiar. Myrianthopoulos, en 1967, ya describió que el riesgo de sufrir un 
parkinsonismo inducido por neurolépticos es mayor en individuos que tienen antecedentes 
familiares de EP. Garcia-Ruiz (1992b; 1992a) observó que también aumenta el riesgo de 
sufrir un parkinsonismo inducido por los antagonistas de Ca2+ en familias con antecedentes 
de EP. Con estos datos podemos pensar que el desarrollo de un parkinsonismo persistente 
está favorecido en individuos que tienen factores de riesgo genético. 
 El parkinsonismo inducido por los antagonistas de Ca2+ ha afectado a miles de 
pacientes en todo el mundo ya que las drogas basadas en antagonistas de Ca2+ se usaban 
comúnmente para tratar dolores de cabeza. Así, vemos que el desarrollo de un 
parkinsonismo inducido por los antagonistas de Ca2+ depende de factores ambientales pero 
también genéticos. 
 La cinarizina es un antagonista de Ca2+ que produce un descenso de la actividad 
neuronal (Desmedt et al., 1975), de la neurotransmisión de monoaminas (Mena et al., 1995) 
y disminución de los niveles de HVA en el líquido cerebroespinal de monos sanos (Garcia-
Ruiz et al., 1992a) lo que sugiere que, incluso sin existir una disfunción DAérgica previa, la 
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cinarizina produce una reducción de la liberación de DA dependiente del calcio. La cinarizina 
inhibe los complejos I y II de la cadena respiratoria mitocondrial (Veitch and Hue, 1994). 
Como vimos en el caso de la rotenona, hay estudios que sugieren que la EP puede 
desarrollarse debido a un efecto tóxico sobre el complejo I de la cadena respiratoria 
mitocondrial causado por una inhibición endógena (Sayre et al., 1991) o por un compuesto 
tóxico ambiental (Walker, 1992). Por otro lado, hemos señalado previamente la disfunción 
mitocondrial y el consecuente daño oxidativo que sufren los ratones nulos para el gen de la 
proteína parkina (Palacino et al., 2004).   
 Los ratones PK-KO tienen un metabolismo de la DA alterado (Itier et al., 2003) al 
igual que un incremento en actividad MAO. En nuestro modelo observamos que el 
tratamiento con cinarizina induce la aparición de alopecias y cambios en el comportamiento 
de los ratones PK-KO consistentes en discinesias buco linguales y reducción de la actividad 
motora. Estos cambios en el comportamiento están relacionados con un aumento en los 
niveles de DA y con un aumento del turnover de DA, que es lo que observamos en estos 
ratones. El aumento del metabolismo de la DA que se observa hace que los niveles de GSH 
en los ratones tratados con cinarizina aumente. Al estudiar la expresión de marcadores 
neurales, como la TH, vemos que en los ratones PK-KO no se produce ningún cambio en la 
expresión de TH al realizar el tratamiento con cinarizina lo que sugiere que estos ratones no 
pueden adecuar el sistema DAérgico al aumento del metabolismo de las monoaminas. Este 
efecto se corresponde con el bloqueo de los receptores de DA y con la depleción de la DA 
que produce la cinarizina (Mena et al., 1995). Además vemos que el tratamiento con 
cinarizina produce una disminución de la astroglía y aumenta la expresión de proteínas 
proapoptóticas en los ratones PK-KO.  
    Nuestros datos sugieren que el efecto tóxico de la cinarizina sobre el complejo I de 
la cadena respiratoria mitocondrial puede inducir un incremento en el estrés oxidativo lo que 
conduce a una mayor expresión de proteínas proapoptóticas y/o a un descenso de la 
protección neuronal debido a la pérdida de células de la glía. Hemos visto previamente que 
la microglía, en condiciones normales, tiene un efecto neuroprotector mediante la liberación 
de diferentes sustancias en respuesta a la acción de diferentes antígenos. La astroglía, por 
su parte, también juega un papel importante en la supervivencia y funcionalidad de las 
neuronas DAérgicas (Mena et al., 1992) y esta función neuroprotectora está relacionada con 
la protección de las neuronas DAérgicas frente al estrés oxidativo. Con estos datos 
podemos postular que la pérdida de la defensa que ejercen las células gliales, junto con la 
disfunción mitocondrial que tienen los ratones PK-KO, puede llevar a un aumento en la 
producción de radicales libres que hace que los ratones PK-KO sean más susceptibles a la 
acción tóxica de la cinarizina. 
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5. Papeles de la proteína parkina en neuroprotección.  
 
5.1 Papel de la proteína parkina como E3 ubiquitin ligasa. Interacción con otras 
proteínas. 
 El sistema del proteasoma es muy importante en la catalización de muchos procesos 
celulares: ciclo celular, reparación del ADN, muerte celular, transducción de señales, 
transcripción, metabolismo y respuesta inmune (Hershko and Ciechanover, 1998; Pickart, 
2001; Weissman, 2001). Además de estas funciones, el sistema del proteasoma juega un 
papel fundamental en la respuesta al estrés y la homeostasis proteica (Goldberg et al., 
2001; Sherman and Goldberg, 2001; Yoshida et al., 2003). Numerosos estudios demuestran 
la importancia del sistema del proteasoma en la aparición y desarrollo de enfermedades 
neurodegenerativas, particularmente en la EP. El fallo del sistema del proteasoma conduce 
a una situación de estrés, por acumulación de proteínas, que desencadena la muerte de las 
neuronas DAérgicas que son especialmente sensibles. 
 Ya hemos descrito que una mutación en el gen park-2 produce la aparición de la EP 
autosómica recesiva en la que se produce una pérdida de las neuronas DAérgicas, lo que 
nos indica que la proteína parkina tiene una importancia vital en la supervivencia de esas 
neuronas. La parkina juega un papel importante en el sistema del proteasoma debido a su 
actividad E3 ubiquitin ligasa por la que cataliza la unión de una cadena de ubiquitina a 
proteinas específicas como señal para su posterior degradación (Imai et al., 2000; Shimura 
et al., 2000; Zhang et al., 2000). La pérdida de la función de la proteína parkina hace que no 
se degraden proteínas que deberían ser eliminadas por la vía del proteasoma, resultando 
muy tóxico para las neuronas DAérgicas. 
 Una de las características más aparentes de la EP autosómica recesiva es la 
ausencia, por lo general, de cuerpos de Lewy. Estudios bioquímicos recientes muestran los 
componentes proteicos de los cuerpos de Lewy que incluyen α-sinucleína, UCH-L1, parkina, 
sinfilina-1 y chaperonas (Cookson, 2003; Giasson and Lee, 2003; McNaught and Olanow, 
2003). El porqué de la  agregación de estas proteínas en los cuerpos de Lewy es 
desconocida pero se pueden clasificar en dos tipos de proteínas dependiendo de su origen: 
1) proteínas muy abundantes en el cerebro que son fáciles de ser susceptibles de sufrir una 
desnaturalización y formar así agregados y 2) proteínas que juegan un papel en la 
reparación o la degradación de proteínas malformadas en la célula. Entre estas proteínas se 
encontraría la parkina.  
 Así, los cuerpos de Lewy se formarían como respuesta a una pérdida del control de 
calidad de las proteínas en la célula, surgiendo como mecanismo de neuroprotección (la 
formación de inclusiones intracelulares parece que es un proceso beneficioso para las 
células). Además, está descrito que la parkina también interviene en procesos de 
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neuroprotección (Cookson, 2003; Giasson and Lee, 2003). Por esto, la ausencia de los 
cuerpos de Lewy en la EP autosómica recesiva es consistente con las posibles funciones 
neuroprotectoras de la proteína parkina y de los cuerpos de Lewy y también con el inicio 
temprano de la enfermedad. 
 En los ratones mutantes para el gen de la proteína parkina no se observan acúmulos 
de ninguno de los sustratos de la parkina. El estudio en profundidad del sistema del 
proteasoma en estos ratones no mostrará la relevancia de la función E3 ubiquitin ligasa de 
la proteína parkina y su implicación en la EP, ya que, además de los defectos consecuencia 
de la pérdida de la función de la proteína parkina, deben existir más factores que actúan 
conjuntamente con la parkina causando la degeneración de las neuronas DAérgicas ya que 
esta proteína se expresa en la mayoría de las neuronas del cerebro. 
 Por eso, los factores ambientales deben jugar algún papel en el proceso de la 
enfermedad. Se postula que, además de existir una pérdida de función de algunas proteínas 
debido a mutaciones genéticas, deben existir unas condiciones ambientales determinadas 
para que se dispare el comienzo de la enfermedad. En la EP autosómica recesiva se ha 
visto que la difunción mitocondrial, que induce un fuerte estrés oxidativo, puede jugar un 
papel central en la aparición de EP autosómica recesiva junto con la pérdida de función 
oxidativa (Mizuno et al., 1998; Palacino et al., 2004). 
 Hemos comentado anteriormente que la proteína parkina tiene una función 
neuroprotectora. Estudios recientes muestran esta acción neuroprotectora de la parkina de 
modo que su sobre- expresión disminuye el daño oxidativo (Hyun et al., 2002; Jiang et al., 
2006; Klein et al., 2006). Por el contrario, la ausencia de esta proteína aumenta el daño 
oxidativo (Palacino et al., 2004; Greene et al., 2005; Casarejos et al., 2006). La acción 
neuroprotectora de la parkina puede ser mediante: 1) papel en la regulación de la expresión 
génica, que estudiaremos más adelante y 2) actividad E3 ubiquitin ligasa y la asociación con 
diversos sustratos.  
Además de la función E3 ubiquitin ligasa por la que puede realizar una función 
neuroprotectora eliminando otras proteínas que pueden resultar tóxicas para la célula, la 
parkina puede tener función neuroprotectora mediante la asociación e interacción con otras 
proteínas. En este aspecto tiene mucha importancia las interacciones de la parkina con la 
proteína tau. La proteína tau es una proteína que se asocia a los microtúbulos y juega un 
papel fundamental en el sistema de transporte neuronal. Una disfunción de la proteína tau 
es tóxica para las neuronas ya que se produce una hiperfosforilación de la proteína y se 
forman agregados (Buee et al., 2000). Estos agregados de la proteína tau se pueden 
identificar en muchas enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer, 
demencia frontotemporal con parkinsonismo asociado al cromosoma 17, parálisis 
supranuclear progresiva (PSP) y degeneración corticobasal (Santacruz et al., 2005). Tau 
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interacciona con muchas proteínas en el cerebro. La interacción más conocida es la de tau 
con los microtúbulos. Experimentos “in vitro” muestran una interacción entre tau y α-
sinucleína (Mamah et al., 2005). También existe una asociación entre tau y el péptido β- 
amiloide (Katsuno et al., 2005). Fe65, uno de los ligandos de la proteína precursora del 
péptido amiloide, también se asocia a tau “in vivo” e “in vitro” (Barbato et al., 2005). 
Dada la implicación de tau en algunos casos de parkinsonismo, es importante 
conocer si existe alguna interacción entre tau y parkina. Van de Warremburg (2001) indicó 
que la parkina juega un papel en el procesamiento de tau mediante su actividad ubiquitin 
ligasa. Más recientemente, Yang y sus colegas (2005) han encontrado que la parkina es 
esencial para la estabilización de la tubulina en los microtúbulos. Klein y su equipo han visto 
que la parkina juega un papel fundamental en la protección de las neuronas DAérgicas de la 
sustancia nigra frente a la neurotoxicidad inducida por la proteína tau (Klein et al., 2006) 
aunque continúan siendo desconocidos los mecanismos por los que lleva a cabo esta 
acción. 
En nuestro laboratorio hemos estudiado, mediante la creación de ratones dobles 
transgénicos deficientes en proteína parkina y que sobre- expresan la proteína tau humana, 
que la ausencia de la proteína parkina junto con la sobre- expresión de tau conduce a una 
muerte selectiva de las neuronas DAérgicas de la sustancia nigra (Menendez et al., 2006). 
Este efecto parece ser debido a que los ratones dobles transgénicos no son capaces de 
compensar el estrés oxidativo generado por el aumento del metabolismo de la DA ya que no 
detectamos mayores niveles de GSH, algo que si se observa en los ratones deficientes en 
parkina (Itier et al., 2003). Además de la incapacidad de compensar el incremento del estrés 
oxidativo, parece que hay otros mecanismos implicados en la muerte celular que se observa 
en los ratones dobles transgénicos como puede ser la relación de la expresión entre 
proteínas pro- y anti- apoptóticas o los cambios de distribución celular de la proteína tau.  
La falta de la proteína parkina puede hacer que tau no se asocie a los microtúbulos y 
este hecho puede conducir a dos efectos deletéreos: 1) disfunción del sistema de transporte 
neuronal y 2) incremento de tau en el citosol, siendo así susceptible de ser fosforilada y 
formar agregados. Nuestros datos indican que la ausencia de la parkina puede conducir a 
un desequilibrio en la función del proteasoma de modo que tau no se degrada 
correctamente y se produce neurotoxicidad. 
De este modo, los mecanismos que tienen lugar en determinadas enfermedades 
aparentemente esporádicas pueden ser debidas a efectos de mutaciones en múltiples 
genes pero que son insuficientes para que se produzca la aparición de un fenotipo clínico. 
Por eso, la identificación de factores de riesgo genéticos, y no sólo de mutaciones, puede 
ser crucial en la investigación y tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas. 
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5.2 Papel de la proteína parkina en la regulación de la expresión génica. 
Generalmente se suele afirmar que la ausencia de la proteína parkina conlleva un 
acúmulo de los sustratos de la parkina dada su función dentro del sistema del proteasoma 
como E3 ubiquitin ligasa y, consecuentemente, la muerte selectiva de las neuronas 
DAérgicas en la enfermedad de Parkinson. 
Hay estudios recientes que sugieren que la parkina tiene funciones independientes 
de la función E3 ubiquitin ligasa. Así, la parkina tiene dos dominios RING- finger en la región 
C- terminal que son característicos de proteínas que juegan un papel importante en la 
regulación de la expresión génica (Morett and Bork, 1999).  
Una de las posibles causas de la muerte selectiva de las neuronas DAérgicas en la 
EP puede ser, como ya hemos citado anteriormente, la autooxidación de la DA (Jenner and 
Olanow, 1996). Además, el metabolismo de la DA por medio de la vía de las monoamino 
oxidasas genera muchas especies reactivas de oxígeno: una molécula de H2O2 por cada 
molécula de DA metabolizada. 
La sobre- expresión de la proteína parkina tiene un efecto neuroprotector en una 
línea de células DAérgicas procedentes de neuroblastoma humano reduciendo la apoptosis 
inducida por la oxidación de la DA ya que se disminuye la generación de ROS (Jiang et al., 
2004). Esto es posible porque la parkina disminuye la expresión de las MAO a nivel de ARN 
y reduce la aparición de ROS que se producen por la oxidación de la DA por medio de esta 
vía (Jiang et al., 2006).  
Ya hemos descrito anteriormente que los ratones mutantes para el gen que codifica 
la proteína parkina tienen el metabolismo de la DA alterado y, en concreto, detectamos que 
tienen aumentada la actividad MAO (Itier et al., 2003; Menendez et al., 2006). De esta 
forma, es posible que la proteína parkina juegue un papel fundamental en la regulación de la 










































                   






1. Los cultivos de mesencéfalo de ratones nulos para la proteína Parkina 
tienen una distribución celular normal, incluyendo el porcentaje de células de dopamina, 
salvo un aumento de los niveles de microglía. 
 
2. Los cultivos neuronales primarios procedentes de mesencéfalo de ratones 
nulos para la proteína Parkina (PK-KO) tienen un incremento del metabolismo de la 
dopamina, del estrés oxidativo y de la concentración de glutation (GSH). 
 
3. Estos cultivos son más resistentes que los controles al tratamiento con 
agentes, como la L- DOPA y donadores de óxido nítrico (DEA/NO), cuya neurotoxicidad 
está mediada por medio de la liberación de radicales libres. El efecto diferencial del 
tratamiento con L- DOPA y DEA/NO en los cultivos primarios mesencefálicos 
procedentes de ratones WT y PK-KO se debe a un mecanismo dependiente de la 
homeostasis del GSH y de los compuestos derivados del mismo (GSNO), produciéndose 
más GSH con el tratamiento con L- DOPA y más GSNO con el tratamiento con el 
donador de óxido nítrico. 
 
4. Los cultivos de neuronas mesencefálicos nulos para la Parkina son más 
susceptibles que los controles a los efectos neurotóxicos de la rotenona. El aumento de 
la susceptibilidad a la rotenona está mediado por la activación de la microglía y puede 
neutralizarse con el tratamiento con compuestos como la minociclina y la apocinina que 
inhiben la activación de la microglía y protegen de la toxicidad inducida por rotenona. 
 
5. Los ratones PK-KO son más susceptibles a los efectos tóxicos de la 
cinarizina que los controles. La cinarizina no modifica el metabolismo de la dopamina ni 
los niveles de GSH. El efecto tóxico de la cinarizina sobre los ratones PK-KO puede estar 
mediado a través de su efecto inhibidor sobre los complejos I y II de la cadena 
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